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RESUMO

A carie continua a ser um grave problema de saude publica no Brasil € no mundo, e
0 quadro ainda € mais grave quando se considera as desigualdades entre as regides
geograficas. Para prevencédo da doenga carie o controle mecanico do biofilme é a
pratica mais consagrada, entretanto, pode ser feita de maneira inadequada,
necessitando do controle quimico adjuvante. Os produtos naturais aparecem como
opcao em formulagdes, pois produzem metabdlitos secundarios com atividade
comprovada contra cepas bucais. Anacardium occidentale L e Psidium guajava L.
aparecem como algumas das plantas mais representativas em estudos
etnofarmacoldgicos, s&o de facil acesso, encontradas em abundéncia principalmente
na regido Nordeste e capazes de interferir em cepas bacterianas da cavidade bucal.
Entretanto, na dinamica do biofilme, estudos sdo escassos. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar in vitro a capacidade dos extratos hidroalcéolicos da casca de
Anacardium occidentale L. e folhas de Psidium guajava L. de interferir nas
propriedades cariogénicas do biofiime e desmineralizagdo do esmalte dentario com o
uso de modelo de biofilme Streptococcus mutans. Os extratos foram obtidos por
maceragdo em etanol a 70%, secos e ressuspensos em agua destilada, na
proporcao de 1:10. Para os testes in vitro, os extratos foram ressuspensos em agua
destilada estéril e filtrados em filtro de membrana. Inicialmente foi determinada a
Concentragdo Bactericida Minima (CBM) para definir a concentragdo que seria
utilizada no biofilme. Os biofilmes foram entdo formados sobre blocos de esmalte
bovinos e expostos 8 vezes/dia por 1 minuto a solugdo de sacarose a 10%. Apds 48
horas de crescimento, o biofilme foi tratado 2 vezes/dia por um dos seguintes
tratamentos: G1, extrato da casca de Anacardium occidentale 200 mg/mL; G2,
extrato da folha de Psidium guajava 200 mg/mL; G3, NaCl 0,9%; G4, clorexidina
0,12%; G5, NaF 0,05%. Apds trés dias de tratamento, os biofilmes foram coletados
para quantificagdo de viabilidade bacteriana, biomassa e da concentragcdo de
polissacarideos extra e intracelulares. A desmineralizacdo do esmalte foi estimada
por microdureza pela porcentagem de perda de desmineralizagdo (%PDS). Os
resultados foram analisados estatisticamente por ANOVA com nivel de significancia
fixado em 5%. A CBM para ambos os extratos foi de 50 mg/mL. Em relagdo ao pH,
Psidium guajava diferiu do NaCl apés as 96 e 120 horas (p < 0,05). Para viabilidade
bacteriana, Psidium guajava apresentou médias menores do que o NaCl (p < 0,05),



0 que nao ocorreu com Anacardium occidentale (p > 0,05). Na analise de perda
mineral, Anacardium occidentale respondeu semelhante a CHX e ao NaF (p < 0,05).
Para os polissacarideos extracelulares insoluveis, ambos os extratos diferiram do
NaCl (p < 0,05), mas nao entre si. Dessa forma, os extratos da casca de Anacardium
occidentale e folha de Psidium guajava, sao capazes de interferir na dindmica do

biofilme cariogénico.

Palavras-chave: Carie dentaria. Biofilmes. Strepfococcus mutans. Fitoterapia.



ABSTRACT

Caries remains a major public health problem in Brazil and worldwide, and the picture
is even more serious when considering inequalities between geographical regions. In
order to prevent caries, mechanical control of the biofilm is the established practice,
however, since it can be done improperly, it requires an adjuvant chemical control.
Natural products appear as an option in formulations, since they produce secondary
metabolites with proven activity against oral strains. Anacardium occidentale L and
Psidium guajava L., which appear as some of the most representative plants in
ethnopharmacological studies, are easily accessible, found in abundance mainly in
the Brazilian Northeast and able to interfere with bacterial strains of the oral cavity.
However, there are few studies regarding their action in the dynamics of biofilm. The
objective of this study was to evaluate in vitro the ability of hydroalcoholic extract of
Anacardium occidentale L. bark and Psidium guajava L. leaves to interfere with
cariogenic properties of biofilms and demineralization of tooth enamel, using a
Streptococcus mutans biofilm model. Extracts were obtained by maceration in 70%
ethanol, dried and resuspended in distilled water, at a ratio of 1:10. For in vitro tests,
the extracts were resuspended in sterile distilled water and filtered on filter
membranes. Initially, we determined the Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
for defining the concentration that would be used in the biofilm. The biofilms were
then formed on bovine enamel blocks and exposed to sucrose solution at 10% 8
times/day for 1 minute. After 48 hours of growth, the biofilm was treated 2 times/day
with the following treatments: G1, Anacardium occidentale bark extract 200 mg/ml;
G2, Psidium guajava leaf extract 200 mg/mL; G3, 0.9% NaCl; G4, chlorhexidine
0.12%; G5, 0.05% NaF. After three days of treatment, the biofilms were collected for
quantification of bacterial viability, biomass and concentration of extra and
intracellular  polysaccharides. Enamel demineralization was estimated by
microhardness by the percentage of demineralization loss (% PDL). The results were
statistically analyzed by ANOVA with significance level set at 5%. MBC to both
extracts was 50 mg/ml. For the pH Psidium guajava extract was only able to differ
from the negative control after 96 hours and 120 hours (p <0.05). For bacterial
viability, Psidium guajava showed an average statistically lower than the negative
control (p <0.05). When analyzed mineral loss, Anacardium occidentale was able to
reduce such mineral loss similarly to chlorhexidine 0.12% and 0.05% NaF (p <0.05).



For insoluble extracellular polysaccharides, Anacardium occidentale and Psidium
guajava differed from the negative control (p <0.05), but not between each other.
Thus, extracts of the bark of Anacardium occidentale and Psidium guajava leaf, are

able to interfere with the dynamics of cariogenic biofilm.

Keywords: Dental caries. Biofilms. Streptococcus mutans. Phytotherapy.
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1. INTRODUGAO

Saude bucal é essencial para o bem-estar e qualidade de vida, esta
intimamente ligada a saude geral, pois sua deficiéncia pode estar relacionada a
condigbes cronicas e problemas sistémicos, gerar dor e sofrimento, além de
afetar a comunicacgdo, alimentagdo, qualidade de vida e bem-estar'. Isso
implica muito mais do que saude dental e periodontal, inclui problemas
orofaciais, de garganta, disturbios congénitos e até morbidade. Doencgas
bucais, como carie dentaria e periodontites, sdo consideradas como problema
de saude publica devido alta prevaléncia, ao impacto pessoal e social sobre
individuos e ao custo do tratamento?.

A carie dentaria continua a ser uma doenca com alta prevaléncia e alto
custo de tratamento em todo mundo?2. E uma doenca de etiologia multifatorial,
biofilme-acliicar-dependente*, e as lesdes de carie dentaria representam a
consequéncia de uma doenca que se instalou subclinicamente ha meses ou
anos®. A doenca se caracteriza pela progressiva perda de mineral dos dentes
decorrente das constantes queda de pH induzidas pelo metabolismo
bacteriano, quando o biofilme €& constantemente exposto a carboidratos
fermentaveis®.

O biofilme dental € o fator necessario para desenvolvimento da carie
dentaria e se caracteriza por uma comunidade microbiana incluida em uma
matriz de material extracelular e aderida a superficie dental”-®. A organizagdo
bacteriana em biofilme garante protegdo aos micro-organismos do biofilme, o
que gera uma resisténcia aumentada as agressdes ambientais, além de facilitar
interag&o tanto entre as células bacterianas como com o hospedeiro®.

Entre as bactérias do biofilme dental, Streptococcus mutans tem papel
de destaque por atuar com eficiéncia na instalagdo e progressao da doencga
devido seus fatores de viruléncia: capacidade de sintetizar polissacarideos
extracelulares (PEC), propriedades acidogénicas e aciduricas'®. J4 a sacarose
€ considerada o carboidrato da dieta mais cariogénico, pois é fermentavel e
funciona como substrato para produgado de polissacarideos extracelulares no

biofilme8 11,
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PEC produzidos pelos Streptococcus mutans correspondem ao
principal fator de viruléncia desse micro-organismo e constituintes da matriz do
biofilme cariogénico. A matriz de PEC garante estrutura tridimensional de
desenvolvimento do biofilme, promove adesao a superficie e coesao entre os
micro-organismos, tornando-o mais espesso e pegajoso, bem como dificulta a
difusdo de compostos antimicrobianos'?.

O uso de fluoretos, controle mecanico do biofiime e cuidados
profissionais s&o praticas consagradas para prevengdo da carie'3. Entre essas
estratégias, a escovagado dentaria € um método consagrado, pois se trata de
um habito aceito pela sociedade, capaz promover controle do biofilme, remover
odores e tornar os dentes mais atraentes. Quando realizada de forma
adequada, a escovacao dentaria € capaz de remover biofilme suficiente para
evitar desenvolvimento da carie dentaria. Entretanto, a maioria das pessoas
ndo conseguem uma remogdo eficiente', seja por falta de habilidade
adequada ou motivagao's.

Problemas como técnica adequada, duragcdo e frequéncia da
escovagao, além da capacidade limitada da escova de higienizar todas as
superficies dentais sédo fatores que interferem na eficacia do controle mecanico,
podendo ser minimizadas pelo controle quimico, que funcionam nestes casos
como adjuvante ao controle mecénico®.

Para controle quimico, se faz necessario o uso de um agente
antibiofiilme adequado, que deve possuir as seguintes caracteristicas:
substantividade, biocompatibilidade, diminuigdo do biofilme, ndo gerar cepas
resistentes, ndo causar manchamento na superficie dental, ndo promover
disgeusia. Contudo, o mercado n&o dispde de nenhum antimicrobiano capaz de
preencher todos esses requisitos'”-18.

A clorexidina é considerada o padrédo ouro antimicrobiano, sendo eficaz
tanto contra micro-organismos aerébios quanto anaerdbios, com capacidade de
promover ruptura da membrana bacteriana, o que inibe o crescimento
bacteriano e gera morte celular. Por sua caracteristica catibnica, possui alta
substantividade e retentividade'®. Entretanto, apesar de inUmeras vantagens,
existem efeitos adversos associados ao uso prolongado, como coloragado
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extrinseca a estrutura dental, disgeusia, mucosite oral, atresia das glandulas
salivares'6.1920 ¢ desenvolvimento de bactérias resistentes’2°.

Apesar da disponibilidade comercial de diferentes agentes quimicos e
das suas vantagens ja comprovadas, se faz necessario a implementagao de
estratégias preventivas com menores efeitos adversos, que sejam socialmente
aceitaveis, de facil disponibilidade e baixo custo. Os extratos naturais de
origem vegetal aparecem como alternativa por serem fonte de compostos
biologicamente ativos, passiveis de servirem como base para o
desenvolvimento de novos produtos quimicos'®?!, além de exibirem diversos
modos de acdo na superficie bacteriana, a depender da sua composicao
fitoquimica?2.

O Brasil possui caracteristicas que favorecem o desenvolvimento da
fitoterapia, tais como: grande diversidade vegetal, sociodiversidade, uso de
produtos naturais associadas ao conhecimento popular e tecnologia capaz de
promover a validagdo cientifica?s. Entretanto, os produtos naturais sao
utilizados apenas como alternativa ao custo elevado dos farmacos sintéticos e
ndo como primeira e Unica opgdo de tratamento®*?%. A popularidade dos
produtos naturais de origem vegetal é atribuida a razdes historicas e culturais,
sao utilizados tanto com carater terapéutico, como também para manutencao
da saude oral?%-2.

Pesquisa recente desenvolvida pelo Grupo de Farmaco-quimica de
drogas naturais da Universidade Federal do Maranh&o, avaliou a atividade
antimicrobiana e antiaderente in vitro de espécies vegetais da flora local sobre
Streptococcus mutans, indicando que os extratos Psidium guajava Linn,
Schinus terebinthifolius Raddi e Anacardium occidentale Linn possuem
atividade antimicrobiana e antiaderente contra Streptococcus mutans®’. Outros
estudos do mesmo grupo, também confirmaram que Psidium guajava L.?° e
Anacardium occidentale L.?® possuem atividade antimicrobiana contra
Streptococcus mutans. Os resultados destes trabalhos, serviram de base para
escolha das espécies que seriam utilizadas para o estudo em biofilme.

Anacardium occidentale da familia Anacardiaceae € uma planta nativa

do Brasil e encontrada nas regides costeiras do norte e nordeste em larga
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ocorréncia?®, popularmente conhecida como cajueiro e muito utilizada pela
populagdo?%-3°, Possui valor econdmico e medicinal e empiricamente utilizada
para atividades antibacteriana, antifungica, antioxidante, anticancerigeno e anti-
inflamatoria?®2°3'. Em relagdo ao uso na cavidade bucal, ha relatos da
populagdo para dor de dente e sangramento gengival’, estomatite, aftas,
inflamagdes bucais, ulceragbes por préotese?®3°, cicatrizagdo pos-exodontia,
sangramento gengival, erupgéo dentaria e halitose?®. Estudos tem demonstrado
efeito contra micro-organismos da cavidade bucal em estado plancténico, tais
como Streptococuus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis,
Streptococuus sobrinus, Lacto- bacillus acidophilus, Candida albicans, Candida
tropicalis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus
pyogenes’”2832 mas nao foi testado em condigbes que mimetizam a cavidade
bucal.

Psidium guajava da familia Myrtaceae é uma planta nativa do México,
mas também cultivada na América do Sul. Desenvolve-se em clima tropical e
subtropical, com preferéncia por clima seco?®. Utilizada principalmente para
finalidades antidiarréica, vomito e para diversos problemas
gastrointestinais333435. Ha outro relato de uso como anti-inflamatorio,
antimicrobiano, diabetes, problemas de pele, hipertenséo, carie, cicatrizante,
alivio da dor e redugéo da febre?3. Conhecida como goaibeira, Psidium guajava
¢ utilizada pela populagdo na cavidade bucal para tratamento de aftas?® e tem
revelado atividade antimicrobiana e antifungica contra micro-organismos da
cavidade bucal, como Sitreptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida albicans, Streptococcus sanguis, Streptococcus
salivarius também em estado planctonico?6:3%.36.37,

Estudos em biofilme sdo necessario, devido a dificuldade de analisar o
desenvolvimento das propriedades cariogénicas in vivo. Porém, em grande
parte dos modelos propostos na literatura, o biofilme se desenvolve em
exposicao permanente aos carboidratos, gerando estresse acido constante,
nao simulando condicbes de alternancia entre presenga e auséncia de
carboidratos, mudancas de pH e ndo utilizam substrato dental. O modelo de

biofiime de Streptococcus mutans validado por Ccahuana-Vasquez e Cury em
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2010, apresenta maior possibilidade de mimetizar as reais condigdes bucais e
possibilita avaliacdo das substancias antimicrobianas.

Assim, considerando que ha poucos estudos com relatos da atividade
antimicrobiana dos extratos de Anacardium occidentale e Psidium guajava em
bactérias cariogénicas e reconhecendo que a organizagdo bacteriana em
biofilme é fator necessario para doenga carie, o objetivo desse trabalho foi
avaliar in vitro a capacidade dos extratos da casca de Anacardium occidentale
e extrato da folha de Psidium guajava de interferir nas propriedades
cariogénicas do biofilme e desmineralizacdo do esmalte dentario com o uso de

modelo de biofilme Streptococcus mutans.

2. CAPITULO 1
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Potencial anticariogénico de Anacardium occidentale Linn e Psidium
guajava Linn em biofilme de Streptococcus mutans

(Artigo a ser submetido a Revista Brazilian Oral Research)

RESUMO

Este estudo avaliou in vitro a capacidade dos extratos hidroalcoolicos de
Anacardium occidentale L. e Psidium guajava L. de interferir no biofiime de
Streptococcus mutans e desmineralizacdo do esmalte dentario. Os extratos
foram obtidos por maceragcdo em etanol a 70%, secos e ressuspensos em agua
destilada. Foi determinada a Concentragdo Bactericida Minima (CBM). Os
biofilmes foram formados sobre blocos de esmalte bovinos e expostos 8
vezes/dia por 1 minuto a sacarose a 10%. Apos 48 horas, receberam 2
vezes/dia os seguintes tratamentos: G1, extrato da casca de Anacardium
occidentale 200 mg/mL; G2, extrato da folha de Psidium guajava 200 mg/mL;
G3, NaCl 0,9%; G4, Clorexidina (CHX) 0,12%; G5, NaF 0,05%. Apos trés dias
de tratamento os biofilmes foram coletados para quantificagdo de viabilidade
bacteriana, biomassa e polissacarideos. A desmineralizagédo foi estimada por
microdureza (%PDS). A CBM para os extratos foi de 50 mg/mL. Em relag&o ao
pH, Psidium guajava diferiu do NaCl apds as 96 e 120 horas (p < 0,05). Para
viabilidade bacteriana, Psidium guajava apresentou médias menores do que o
NaCl (p < 0,05), o que n&o ocorreu com Anacardium occidentale (p > 0,05). Na
analise de perda mineral, Anacardium occidentale respondeu semelhante a
CHX e ao NaF (p < 0,05). Para os polissacarideos extracelulares insoluveis,
ambos os extratos diferiram do NaCl (p < 0,05), mas n&o entre si. Dessa forma,
os extratos de Anacardium occidentale e Psidium guajava, sao capazes de

interferir na dinamica do biofilme cariogénico.

Palavras-chaves: Carie dentaria. Biofilmes. Streptococcus mutans. Fitoterapia.

ABSTRACT
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This study aimed to evaluate in vitro the ability of hydroalcoholic extracts
of Anacardium occidentale L. and Psidium guajava L. from interfering
in Streptococcus mutans biofilm and demineralization of tooth enamel. Extracts
were obtained by maceration in 70% ethanol, dried and resuspended in distilled
water. The Minimum Bactericidal Concentration (MBC) was determined. The
biofilms were then formed on bovine enamel blocks and exposed to sucrose
solution at 10% 8 times/day for 1 minute. After 48 hours of growth, the biofilm
was treated 2 times/day with the following treatments: G1, Anacardium
occidentale bark extract 200 mg/ml; G2, Psidium guajava leaf extract 200
mg/mL; G3, 0.9% NaCl; G4, chlorhexidine (CHX) 0.12%; G5, 0.05% NaF. After
three days of treatment, the biofilms were collected for quantification of bacterial
viability, biomass and concentration of extra and intracellular polysaccharides.
Demineralization was determined by microhardness (%PDL). MBC found in the
extracts was 50mg/ml. For pH, CHX showed higher values
and Psidium guajava differed from NaCl after 96 and 120 hours (p < 0,05). For
bacterial viability, CHX showed better means (p < 0,05)
and Psidium guajava showed lower means than NaCl (p < 0,05). For mineral
loss analyses, Anacardium occidentale had a response similar to CHX
and NaF (p < 0,05). For insoluble extracellular polysaccharides, CHX differed
from all groups (p < 0,05) and both extracts differed from NaCl (p < 0,05).
Therefore, Anacardium occidentale and Psidium guajava extracts are able to

interfer in cariogenic biofilm dinamics.
Key words: Dental caries. Biofilms. Streptococcus mutans. Phytotherapy.
INTRODUGAO

A carie dentaria continua a ser um problema de saude publica na
maioria dos paises industrializados, afeta 90% das criangas em idade escolar e

a maioria dos adultos. Entretanto, a distribuicdo e severidade da doenga varia
entre as diferentes partes do mundo e até dentro dos paises. A doenga atinge
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niveis elevados na América e a razao para este panorama esta no aumento do
consumo de acgucar e inadequada exposigéo aos fluoretos'.

A carie dentaria é uma doenga de etiologia multifatorial, biofilme-
agucar-dependente?. O biofilme dental representa uma comunidade microbiana
incluida em uma matriz de material extracelular e aderida a superficie dental®*.
Streptococcus mutans é o principal micro-organismo envolvido na doenga carie
devido seus fatores de viruléncia: capacidade de sintetizar polissacarideos
extracelulares (PEC), propriedades acidogénicas e aciduricas®. E a sacarose é
considerada o carboidrato mais cariogénico da dieta, pois é fermentavel e
funciona como substrato para producgado de polissacarideos extracelulares no
biofilme*®.

A producdo de polissacarideos € o principal fator de viruléncia do
Streptococcus mutans*®, sua producdo ocorre em condicdes onde ha o
aumento do consumo de carboidratos, gerando uma queda do pH no biofiime
que € responsavel pela desmineralizagdo do esmalte dental. Dependendo da
frequéncia com que esse processo ocorre, ha formacao e desenvolvimento da
doenca carie®.

Para prevencao da carie, € preconizado o uso de fluoretos, controle
mecanico do biofilme e cuidados profissionais como métodos consagradas’. A
escovagao dentaria aparece como habito social, que se bem realizado,
promove remocdo de biofilme suficiente para evitar a doenca®. Contudo, a
maioria das pessoas nao consegue alcangar essa remog¢ao adequada, seja por
falta de habilidade ou motivagao®, por isso, tem sido sugerida a utilizagéo
coadjuvante do controle quimico®. Nesse contexto, a clorexidina aparece como
o antimicrobiano padrdo, entretanto seu uso apresenta algumas restricoes
devido aos seus efeitos colaterais®®1°.

Na busca de estratégias preventivas com menores efeitos adversos,
socialmente aceitaveis, de facil disponibilidade e baixo custo, surgem os
produtos naturais como fonte de compostos biologicamente ativos, passiveis
de servirem como base para o desenvolvimento de novos produtos quimicos®.
Entre os produtos naturais ja analisados pelo Grupo de Farmaco-quimica de
drogas naturais da Universidade Federal do Maranhdo, destacam-se
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Anacardium occidentale’” e Psidium guajava’?, os quais foram analisados em
trabalhos anteriores do laboratério e revelaram possuir atividade antimicrobiana
contra Streptococcus mutans.

Anacardium occidentale L. (Anacardiaceae), é utilizado pela populagéao
para estomatite, aftas, inflamagdes bucais, ulceracdes por prétese’? '3,
cicatrizagdo poés-exodontia, sangramento gengival, erupcdo dentaria e
halitose’®. Estudos tem demonstrado efeito contra micro-organismos da
cavidade bucal'®'"14, Psidium guajava L. (Myrtaceae), ¢ utilizada na cavidade
bucal para tratamento de aftas'® e tem revelado atividade antimicrobiana e
antifingica contra micro-organismos da cavidade bucal'>"5.

Entretanto, a maioria dos estudos com esses extratos, analizaram a
bactéria em estado planctdnico, o que ndo corresponde a realidade da
cavidade bucal .O modelo de biofiime de Streptococcus mutans apresenta
maior possibilidade de adquirir as reais condi¢cdes bucais, possibilitando melhor
avaliagdo da eficacia de substancias antimicrobianas’®.

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar in vitro a capacidade dos
extratos da casca de Anacardium occidentale e da folha de Psidium guajava de
interferir nas propriedades cariogénicas do biofilme e desmineralizagdo do

esmalte dentario com o uso de modelo de biofilme Streptococcus mutans.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Maranh&o, sob parecer de numero
1.378.124/ 2015.

Coleta e identificagao botanica
Amostras das folhas de Psidium guajava L. e casca de Anacardium
occidentale L. foram adquiridas por coleta manual com uso de instrumento

cortante em area de cultivo natural do estado do Maranhao (Latitude — 3,63076,
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Longitude — 44,55, 3 graus 37'51” Sul, 44 graus 33'11” Oeste), realizadas nos
meses de junho a dezembro de 2015, segundo as determinagdes
estabelecidas na literatura especializada'. A identificagdo botanica foi
realizada no Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA); onde a exsicata esta depositada sob o numero 1182 para Psidium
guajava L. e numero 1050 para Anacardium occidentale L.

Obtencgao dos extratos

Os materiais vegetais (folhas de Psidium guajava e casca de
Anacardium occidentale) apés etapas de identificagdo boténica e secagem (em
estufa de circulagdo de ar, em temperatura de 38°C), foram submetidos a
extracdo exaustiva por maceracdao com etanol a 70% por sete dias.

As solucbes obtidas foram filtradas e concentradas sob presséo
reduzida em rota-evaporador e os residuos secos diluidos em agua destilada.
Antes do uso as solucdes foram esterilizadas por filtragdo em membrana de
0,22 ym, em camara de fluxo laminar e mantidas em frascos estéreis a 4°C. O
rendimento dos extratos foi de 13,01% para folhas de Psidium guajava e
15,45% para casca de Anacardium occidentale. Para o0s ensaios
microbiologicos in vitro, 10 gramas de cada extrato foi ressuspenso em 50 mL
de agua destilada estéril.

Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM)

O indculo foi ressuspenso em meio de cultura de extrato de triptona e
levedura — TYB + glicose 1%. As suspensdes de células foram padronizadas
em espectrofotbmetro em densidade 6ptica de 1,6 £ 0,5 em comprimento de
onda de 600nm para obtencao do indculo bacteriano.

A CIM foi determinada através da técnica de microdiluicdo em caldo,
segundo metodologia proposta pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standard™®. As concentragdes finais dos extratos variaram de 50 a 0,39 mg/mL.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata.



25

Apods o periodo de incubacao nao foi possivel a leitura da CIM devido a
coloracao dos extratos, dessa forma, aliquotas de cada pogo foram repicadas
em placas contendo Agar BHI (Brain Hearth Infusion Agar - DIFCO®). As placas
foram incubadas em microaerofilia por 48 horas e, apos esse periodo, a CBM
foi determinada. A CBM foi definida como a menor concentracido do extrato que

inibiu o crescimento bacteriano

Preparo dos blocos de esmalte

Blocos de esmalte higidos (7x4x1mm) foram obtidos da face vestibular
de incisivos bovinos como previamente descrito'®. A superficie externa do bloco
foi polida, permitindo a determinacao da dureza de superficie, que foi realizada
utilizando um microdurémetro (Shimadzu), com endentador Knoop aplicado
com carga de 50 gramas por 5 segundos. Trés endentag¢des foram realizadas,
com espagamento de 100 um entre cada uma delas, e a média de dureza foi
utilizada. Os blocos foram esterilizados em 6xido de etileno, randomizados em
cinco grupos e ancorados em ganchos de metal que garantiam posigao vertical

em placa de 48 pocgos.

Coleta e processamento da saliva

A saliva foi coletada em tubos de ensaio estéreis mantidos em
recipiente com gelo até o processamento da mesma, que consistiu na adigdo
de solugdo de Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF) 1 Milimolar e tampao
adsorption, e centrifugacdo a 10000 rotagdes por minuto durante 5 minutos a
4°C. O sobrenadante foi filtrado por membrana (0,22 ym) e acondicionado em
recipiente estéril. Em seguida, a saliva foi utilizada para a formagao de pelicula
salivar adquirida nos blocos de esmalte por um tempo de 15 minutos em estufa
a 37°C.

Crescimento do biofilme

Apos a formagao da pelicula, os blocos foram mantidos suspensos
verticalmente e individualmente posicionados nos pogos contendo 1,0 mL do
indculo com aproximadamente 1 x 108 UFC/mL de Streptococcus mutans em
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meio de TYB e foram incubadas a 37°C a 10% de CO. para a adesao
bacteriana sobre a pelicula adquirida. Apds 8 horas de incubacgédo, os blocos
foram transferidos para novo meio TYB contendo 0,1 Milimolar de glicose
(concentragao salivar basal) e incubados por mais 16 horas a 37°C a 10% de
CO2. No dia seguinte, os blocos foram transferidos para um meio novo e foram
expostos 8 vezes/dia por 1 minutos a sacarose a 10% em tempos pré-
determinados (8:00, 9:30, 11:00, 12:30, 14:00, 15:30, 17:00 e 18:30 horas).
Apo6s cada exposigcao a sacarose, os biofilmes foram lavados 3 vezes em
solugéo de NaCl 0,9%"8.

Tratamentos

A partir do terceiro dia até o quinto dia, os biofilmes foram expostos 2
vezes/dia por 1 minuto as seguintes solugdes: (G1) Extrato de Anacardium
occidentale 200 mg/mL; (G2) Extrato de Psidium guajava 200 mg/mL; (G3)
NaCl 0,9%; (G4) Clorexidina 0,12%; (G5) NaF 0,05%. ApoOs cada exposicéo as
solugdes, os biofilmes foram lavados 3 vezes em solugao de NaCl 0,9%. Antes
da primeira e apds a ultima exposi¢ao do dia, o meio foi novamente renovado.
Este procedimento foi repetido por trés dias. Ao fim de cada dia o pH do meio
de cultura foi determinado como um indicador de acidogenicidade do biofilme.
Para a avaliagdo estatistica, a média de cada repeticao (n=6) foi considerada

um bloco experimental®.

Coleta do biofilme

No final do experimento, os biofiimes foram transferidos para
eppendorfs e os biofilmes foram lavados trés vezes em 0,9% de NaCl para
remover o material frouxamente aderido. Os biofilmes foram diluidos a
temperatura ambiente com 1 mL de solugcdo salina estéril, submetendo os
blocos a homogeneizagédo por vortex e com o uso de pérolas de vidro para
remover biofilmes formados sobre os blocos. Aliquotas da suspensao foram
usadas para determinar a viabilidade bacteriana do biofilme, peso umido e
concentracéo de polissacarideos.
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Viabilidade bacteriana

Uma aliquota de 100 yL da suspensao foi diluida em solugdo de NaCl
0,9% estéril em série até 108, e duas gotas de 10 pL de cada diluigdo seriada
foram inoculadas em agar BHI (BD, Sparks, USA). As placas foram
incubadas por 48 h a 37°C, 10% de CO2. As unidades formadoras de
coldénias foram contadas e expressas como UFC / mg de peso umido de
biofilme'®. O parametro de leitura foi considerado de 6 a 10 colénias.

Determinagéo da biomassa

Em eppendorfs pré-pesados, uma aliquota de 400 pL da suspensao de
biofiime foi adicionada e centrifugada a 10.000 rotagées por minuto, por 5
minutos a 4 ° C e o sobrenadante foi descartado. O tubo foi novamente
centrifugado e o resto do sobrenadante foi cuidadosamente aspirado a vacuo
com uma micropipeta sob um microscépio para remover qualquer residuo de
liquido. A determinagdo do peso umido foi realizada pela diferenga entre o
peso final e o peso inicial do eppendorf.

Analise dos polissacarideos

Uma aliquota de 400 pL da suspensdo do biofilme agitado foi
centrifugada a 10.000 rotagbes por minuto, 4 °C, por 5 minutos. O
sobrenadante contendo polissacarideos soluveis foi transferido para um tubo
denominado PECS. O pellet foi lavado com 100 pL de solugdo salina,
centrifugado e o sobrenadante foi também adicionado ao tubo PECS,
juntamente com 3 volumes de etanol gelado. Ao pellet foram adicionados 400
ML de NaOH 1Molar para extragdo dos polissacarideos extracelulares
insoluveis (PECI). Este tubo foi vortexado, agitado por 15 minutos e
centrifugado. O sobrenadante foi transferido para um tubo de nome PECI. O
pellet foi lavado com 100 L de NaOH 1Molar, centrifugado e o sobrenadante
foi adicionado ao tubo PECI, juntamente com 3 volumes de etanol gelado. Ao
tubo centrifugado contendo o pellet residual, 400 yL de NaOH 1Molar foram
adicionados para extragdo do polissacarideo intracelular (PIC). Este tubo foi

vortexado, aquecido a 100° C por 15 minutos, centrifugado e o sobrenadante
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foi transferido para outro tubo de nome PIC. O pellet foi lavado e a extragdao do
PIC foi semelhante a extracdo do PECI. Os tubos contendo etanol gelado mais
PECS, PECI e PIC foram mantidos por 30 minutos a -20 °C, centrifugados e o
pellet foi lavado duas vezes com etanol 70% gelado. O precipitado de
polissacarideos foi ressuspendido em 250 yL em NaOH 1Molar e os
carboidratos totais foram estimados pelo método fenol sulfurico, utilizando
glicose como carboidrato padrdo’®. Os resultados foram normalizados por peso
umido de biofilme.

Determinagéo da desmineralizagdo do esmalte

Ao final do experimento, a dureza de superficie dos blocos de esmalte
foi novamente medida através de trés endentagdes adjacentes com uma
distancia de 100 ym entre elas e a 100 um de distancia das endentacdes
iniciais. Foram calculados os valores médios das trés endentagdes iniciais e
das trés medigbes apods os tratamentos, e o percentual da mudanga da dureza
de superficie foi calculado como indicador da desmineralizagédo do esmalte®.

Analise estatistica

A normalidade da distribuicdo de erro e a homogeneidade de variancia
foram verificadas utilizando o pacote SAS/ LAB (SAS software, versao 8.01,
SAS Institute Inc., Cary, EUA), os dados foram transformados como sugerido
pelo software para garantir normalidade (UFC/mg, PECS e PIC os dados foram
transformados para Log10 e PECI para raiz quadrada) e o nivel de significancia
foi fixado em 5%. Os dados de UFC/mg, polissacarideos e perda de
desmineralizagao foram analisados por ANOVA, seguido do teste de Tukey. Ja
a analise de pH foi feita por ANOVA de medidas repetidas, comparando os

tempos do mesmo tratamento e os tratamentos no mesmo tempo.
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RESULTADOS

Streptococcus mutans mostrou-se susceptivel a acdo tanto do extrato
da casca de Anacardium occidentale quanto ao da folha de Psidium guajava.
Ambos os extratos revelaram uma CBM de 50 mg/mL.

Os valores de pH apds 24 e 48 horas de crescimento do biofilme nao
diferiram estatisticamente (p > 0,05). Apds o inicio dos tratamentos (72, 96 e
120 horas), todos os grupos tiveram valores menores que o da clorexidina (p <
0,05) em todos os tempos analisados. Em relacdo aos extratos, apenas
Psidium guajava diferiu do controle negativo (NaCl 0,9%) apos as 96 horas e
120 horas. NaF 0,9% n&o diferiu do controle negativo apés as 120 horas
(Figura 1).
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Os valores para viabilidade bacteriana (UFC/mg), perda mineral
(%PDS), polissacarideos extracelulares soluveis (PECS), insoluveis (PECI) e
intracelulares (PIC) estdo expressos na Tabela 1.

Para viabilidade bacteriana, os valores de UFC/mg do grupo tratado
com extrato da folha de Psidium guajava apresentou média estatisticamente
menor que o controle negativo (p < 0,05). O extrato da casca de Anacardium
occidentale nao apresentou diferenga significativa do extrato de Psidium
guajava e também do controle negativo (p > 0,05). O controle positivo
antimicrobiano (CHX) apresentou menores valores de UFC/mg em relagéo a
todos os grupos (p < 0,05) e NaF 0,05 % n&o diferiu do controle negativo (p >
0,05).

O extrato de Anacardium occidentale foi capaz de reduzir a %PDS
semelhante a clorexidina e o NaF (p > 0,05), diferindo estatisticamente do
controle negativo, o que ndo ocorreu com o extrato de Psidium guajava (p >
0,05).

Em relagcdo aos polissacarideos extracelulares soluveis, todos os
tratamentos apresentaram-se semelhantes (p > 0,05). Ja os polissacarideos
intracelulares, a clorexidina foi capaz de diferir dos demais grupos (p < 0,05).
Para os polissacarideos extracelulares insoluveis, os dados da Tabela 1
mostram que os extratos de Anacardium occidentale e Psidium guajava
diferiram do controle negativo (p < 0,05), mas nao entre si (p > 0,05). NaF 0,05
% e NaCl 0,9 % nao diferiram entre si (p > 0,05) e a CHX diferiu de todos os
grupos (p < 0,05).

DISCUSSAO

Neste estudo, o extrato da casca de Anacardium occidentale e extrato
da folha de Psidium guajava demonstraram interferir na dindmica do biofilme
dental e no processo de formacédo da carie dental. O extrato de Psidium
guajava demonstrou agao na viabilidade bacteriana (UFC/mg), producdo de
PECI e interferiu no pH do meio e o extrato de Anacardium occidentale

interferiu claramente na produgao PECI e perda mineral (%PDS).
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Para o extrato de Anacardium occidentale, a literatura revela valores de
CBM inferiores aos encontrados aqui. Melo et al 2006, avaliando o efeito do
extrato frente Streptococcus mutans, relatou CBM de 12,5 mg/mL. Ja
resultados do laboratério, indicaram CBM de 5 mg/mL, contra Streptococcus
mutans. Para o extrato de Psidium guajava estudos revelam valores tanto
superiores: 187,5 mg/mL?'; quanto inferiores: 12,5 mg/mL'?. Essas diferengas
podem ser explicadas devido a fatores ambientais que permitem variacdo na
composi¢cao quimica de uma mesma espécie vegetal, tais como: sazonalidade,
temperatura, indice pluviométrico, nutrientes e altitude®?.

Por outro lado, quando organizadas na forma de biofilme, as bactérias
exibem resisténcia aumentada aos antimicrobianos e ndo ha consenso nem
metodologias padronizadas de como se determinar a CBM em biofilmes?.
Dessa forma, optamos por utilizar uma concentragdo quatro vezes maior (200
mg/mL), assim como Silva (2012).

O extrato de Psidium guajava demonstrou possuir acao antimicrobiana,
pois foi capaz de diminuir o numero de UFC/mg, com médias menores que o
controle negativo. A atividade antimicrobiana pode ser justificada pela presenca
de hidratos de carbono, flavonoides, esteroides e taninos, compostos isolados
em analise fitoquimica da espécie vegetal®.

Flavonoides isolados de folhas de Psidium guajava estdo envolvidos na
atividade bacteriostatica contra Streptococcus mutans, sendo esse tipo de acao
importante, pois garante manutencdo da flora local e ndo envolve resposta
imune?*.

A inibicdo da producdo dos PECI pelo extrato da folha de Psidium
guajava foi um fato bastante interessante, pois PECI sdo capazes de modular a
acao adesiva do biofilme a superficie dentaria, promovendo maior for¢a coesiva
dentro do biofiilme, tornando-0 mais espesso, poroso e, assim, mais
cariogénico*®. O extrato da folha de Psidium guajava é capaz de alterar
caracteristica da superficie bacteriana, o que sugere menor aderéncia
bacteriana a superficies tratadas com esse extrato?®.

Flavonoides presentes em extratos de Psidium guajava, foram capazes

de reduzir a agdo das enzimas glicosiltransferases que catalisam glucanos a
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partir da sacarose e que participam da formacao da matriz de polissacarideos e
aderéncia bacteriana®®. Tem sido ainda relatada a capacidade desses
compostos de diminuir a hidrofobicidade de Streptococcus mutans, um dos
fatores necessarios para aderéncia da bactéria a superficie?*.

A acao pela qual o extrato de Psidium guajava interferiu no pH apds as
96h e 120 horas (Figura 1), pode estar associada a diminuicdo de bactérias
viaveis no biofilme (Tabela 1) ou por ser capaz de alterar o metabolismo
bacteriano, interferindo na cadeia da fermentagcdo e na producido de acidos,
mas isto tem sido pouco estudado. Flavonoides, principalmente quercetina,
demonstraram possuir capacidade de diminuir gradualmente a produgao de
acidos?*. Em termos de carie, esta capacidade torna-se importante, pois o
baixo pH predispde a proliferagdo de micro-organismos acido tolerantes, que
sdo mais virulentos. O controle da carie por esta via ndo altera a microbiota
bucal e sim, diminui a atividade de micro-organismos acidogénicos?’.

A literatura nao dispde até o momento de outros estudos com extratos
de Psidium guajava para o controle de biofilme dental. Talvez isso seja devido
a principal indicagédo popular ser para distdrbios gastrointestinais?®. Entretanto,
o presente trabalho analisou esse extrato devido a estudos prévios relatarem
atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans na forma planctbénica
com resultados significativos'?2°.

Em relacdo ao extrato da casca de Anacardium occidentale sua agao
mais evidente foi na inibicdo tanto da produgdo dos PECI quanto na perda
mineral (%PDS). Sendo que, em termos de perda mineral, sua acao foi
semelhante a clorexidina 0,12% e ao NaF 0,05%, o que é um dado bastante
interessante ja que ambos sdo considerados padrdées ouro, clorexidina
antimicrobiano e NaF anticarie. Anacardium occidentale parece responder
semelhante aos dois.

A razao para inibicdo de PECI poderia ser explicada pela composicéo
fitoquimica. O extrato etandlico da casca de Anacardium occidentale é rico em
compostos fenolicos®® e o mecanismo de agdo destes compostos ndo é

totalmente compreendido, porém, tem sido sugerido que estes compostos sao
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capazes de interferir na enzima glicosiltransferase, prejudicando a adeséao
bacteriana a superficie dentaria'.

O extrato de Anacardium occidentale testado no presente trabalho
demonstrou atividade antibacteriana limitada em biofilme dental, pois n&o foi
capaz de diminuir as UFC/mg de Streptococcus mutans de maneira
significativa. Tal achado difere da literatura que apresenta até o momento
apenas dois estudos publicados da acao do extrato de Anacardium occidentale
na dindmica do biofilme dental. Em ambos os estudos, os extratos pesquisados
parecem diminuir a viabilidade bacteriana, tanto para o trabalho que avaliou
extrato das folhas, com tempo de tratamento de 24 horas'®, quanto para o que
avaliou extrato dos pedunculos, com tratamento de 4 horas?®'. Trabalho de Silva
(2012) revelou ainda a acao de extrato das flores sobre biofilme, que foi tratado
nos tempos de 30, 60, 120 e 180 minutos. Redugdes significativas foram
observadas apos os 30 minutos.

Os resultados diferentes podem ser justificados pelo tempo de
tratamento, pelo espécime utilizado para fazer o extrato, pelas diferentes cepas
utilizadas e pelo periodo de coleta. Este trabalho simula o tratamento com um
colutério, em um tempo bastante inferior, de apenas 1 minuto. Esse tempo
reduzido apresenta uma vantagem, pois ha a possibilidade de que o uso por
tempo prolongado possa gerar efeitos adversos, como ocorre com a
clorexidina. Vale ressaltar que esses estudos fizeram analise apenas de
viabilidade bacteriana, enquanto o presente estudo agregou ainda
polissacarideos, pH e dureza.

Nao parece claro o mecanismo pelo qual o extrato de Anacardium
occidentale inibiu a perda mineral tdo marcadamente, uma vez que este nao
diminuiu a contagem de Streptococcus mutans, néo interferiu no pH do meio e
mostrou efeito semelhante ao Psidium guajava quanto a capacidade de inibir a
formagao de PECI (embora tenha apresentado menores valores médios).

Nesse contexto, foi avaliada a concentracdo de fluor no extrato da
casca de Anacardium occidentale, entretanto, esta analise mostrou valores
muito baixos de F (0,0625 ppm para Anacardium occidentale e 0,125 ppm para

Psidium guajava, dados ndo mostrados), o que nao justifica os achados em
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relagdo a perda mineral. Em termos de carie dental, a literatura tem o ion fluor
como padrao ouro, pois € capaz de interferir por meio de mecanismo fisico-
quimico na perda mineral (através da precipitagdo de fluorapatita sobre os
dentes), sem interferir no acumulo de biofilme e produgdo de acidos’. Estudos
adicionais da composi¢cdo quimica do extrato de Anacardium occidentale
devem ser feitos para esclarecer o mecanismo pelo qual este interfere na
inibicdo da perda de minerais do dente.

O modelo de biofilme utilizado permitiu maior mimetizagdo do processo
que ocorre na cavidade bucal. Outros modelos de biofilme propostos possuem
algumas limitagdes, tais como: exposigao constante a carboidratos, o que gera
estresse acido constante e nao simula periodos de alternancia entre presenca
e auséncia de carboidratos, além de nao utilizarem substrato dental para
analise do processo de desmineralizagio dentaria’®.

Neste estudo, foi utilizado um modelo de biofiime monoespécie,
representado pelo Streptococcus mutans, como a bactéria mais cariogénica do
biofilme dental. Contudo, novos estudos devem ser conduzidos em modelos de
biofilme multi-espécies, ja que relagcdes de antagonismo e sinergismo podem
ocorrer alterando a dinamica do biofilme. Além disso, sdo necessarios estudos
futuros relacionados ao fracionamento dos extratos, para melhor compreender
mecanismos de acdo bem como analises de citotoxidade.

Para estudos clinicos, deve-se ter por base a concentragao utilizada no
biofilme, com emprego de metodologias de aplicag&o clinica que possibilitem a
viabilidade de uso na pratica diaria. As espécies vegetais utilizadas neste
trabalho sdo de ocorréncia abundante e revelam possuir baixa citotoxicidade.
Extrato de Psidium guajava nao possuem atividade citotdoxica contra
neutrofilos®?, assim como extrato de Anacardium occidentale que também nao
revelou toxicidade em animais®3.

A partir dos achados do presente estudo, sugere-se que o extrato da
folha de Psidium guajava possui as caracteristicas de um bom agente
antimicrobiano, pois possui a capacidade de diminuir a quantidade de
bactérias, interferir na producdo de acidos, assim como interferir na adesao

bacteriana. Assim como o extrato de Anacardium occidentale possui
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caracteristicas de um agente anticarie, pois interferiu na adesao bacteriana e
diminuiu a desmineralizagdo dentaria. Diante do exposto, ambos os extratos
sdo capazes de interferir nas propriedades cariogénicas do biofilme, um dos

fatores necessarios para desenvolvimento da carie dentaria.
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Os dados foram analisados por ANOVA two-way de medidas repetidas, seguido de teste de Tukey, p < 0,05.

Figura 1 - Média de valores de pH apos 48 horas de crescimento do biofilme, 24 horas antes do tratamento e a cada 24
horas apds os tratamentos (72, 96 e 120 horas) (n = 6).
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Tabela 1 — Variavel resposta para viabilidade bacteriana (UFC/mg), perda de desmineralizagéo (% PDS) e polissacarideos
extracelulares soluveis (PECS), extracelulares insoluveis (PECI) e intracelulares (PIC) (média + dp; n=6).

Tratamento UFC/mg % PDS PECS PECI PIC
NaCl 0,9% 4,26E+11 + 4 30E+11 A 17,88+547A 3,27+200A 11,92+221A 4,52+ 343 A
Psidium guajava 7,22E+09 + 9,48E+09B 16,53+2,72AB 310+158A 6,53+2,01B 4,30+1,66A

Anacardium occidentale 1,37E+10 + 1,22E+09 AB 10,67 +3,27B 2,03+128 A 4,87+1,23B 3,08+0,88A
CHX 0,12% 3,19E+07 £ 5,45E+07C 11,42+482B 1,68+069A 1,73+1,16C 1,50+0,92B
NaF 0,05% 6,40E+10 £+ 6,05E+10 A 12,27 +321B 4,28+2,14A 8,22+3,85AB 6,08+445A

As letras iguais significam que néo ha diferenga estatistica, letras diferentes significam que ha diferenga estatistica.
Os dados foram analisados por ANOVA seguido de teste de Tukey, p < 0,05. Para UFC/mg, PECS e PIC os dados foram transformados para Log10 e
PECI para raiz quadrada



3. CONSIDERAGOES FINAIS

Os extratos da casca de Anacardium occidentale e da folha de Psidium
guajava foram capazes de modificar o biofilme dentario, fator necessario para o
desenvolvimento da doenga carie. Contudo, existe uma escassez de estudos
relacionados as propriedades cariogénicas dos extratos de Anacardium occidentale
e Psidium guajava em biofilme. Esses estudos sdo de extrema importancia e se
fazem necessarios uma vez que a carie continua a ser um grave problema de saude
publica e o acumulo de biofilme é fator necessario para seu desenvolvimento.

As pesquisas com produtos naturais tém demonstrado evidéncias de que
extratos vegetais possuem potencial para o desenvolvimento de agentes que podem
ser usados em terapias preventivas de doencas bucais. No caso especifico de
pesquisas com extrato de Anacardium occidentale e Psidium guajava isso se torna
mais interessante uma vez que sao espécies vegetais abundantemente cultivadas e
de facil acesso no Norte e Nordeste do Brasil, onde uma grande faixa da populagéo
ainda apresenta alta prevaléncia da doenca carie.

Apesar dos resultados deste trabalho serem encorajadores para a realizagao
de estudos clinicos, se faz necessario estudos prévios relacionados a citotoxicidade,
bioprospecgdo dos compostos quimicos, assim com determinar os beneficios
terapéuticos, isoladamente ou em combinagcdo com as terapias convencionais. Outro
aspecto importante seria a padronizagdo de metodologias, composi¢do quimica do
extrato e controle de qualidade. Uma mistura dos extratos pode ser o caminho para
obtencado de um novo produto com atividade tanto antimicrobiana quanto anticarie.

Os resultados diferentes revelam que o controle do biofilme dental é
complexo e deve ser considerado como uma importante etapa para avaliacido de

produtos com ag¢ao antimicrobiana.



REFERENCIAS

" Petersen PE (2003) The World Oral Health Report 2003: Continuos improvement of
oral health in the 21st century: the approach of the WHO Global Oral Health
Proggrame. Community Dentistry and Oral Epidemiology 31 (Suppl 1): 3-24.

2 Petersen PE Oral Health. In: Kris Heggenhougen and Stella Quah, editors
International Encyclopedia of Public Health, Vol 4. San Diego: Academic Press;
2008. p. 677-85.

3 BRASIL. Ministério da Saude. Projeto SB Brasil 2010. Pesquisa Nacional de Saude
Bucal. Resultados Principais. Brasilia, 2012

4 Ribeiro CCC, Ccahuana-Vasquez RA, Carmo CDS, Alves CMC, Leitdo TJ, Vidotti
LR, Cury JA. The effect of iron on Streptococcus mutans biofilm and on enamel
demineralization. Braz Oral Res. 2012; 26(4): 300-5.

> Bowen WH. Do we need to be concerned about dental caries in the coming
millennium? Crit Rev Oral Biol Med. 2002; 13(2): 126-131.

6 Fejerskov O. Concepts of dental caries and their consequences for understanding
the disease. Community Dent Oral Epidemiol. 1997 Feb; 25(1): 5-12.

"Marsh PD. Dental Plaque as a Microbial Biofilm. Caries Res. 2004; 38: 204—11.

8 Bowen WH, Koo H. Biology of Streptococcus mutans- derived glucosyltransferases:
role in extracellular matrix formation of cariogenic biofilms. Caries Res. 2011; 45:69—
86.

® Hobley L, Harkins C, MacPhee CE, Stanley-Wall1 NR. Giving structure to the
biofilm matrix: an overview of individual strategies and emerging common themes.
FEMS Microbiol Rev. 2015; 39(5): 649-69.

0 Takahashi N, Nyvad B. Caries ecology revisited: microbial dynamics and the caries
process. Caries Res. 2008; 42: 409-18.

" Paes Leme F, Koo H, Bellato CM, Bedi G, Cury JA. The role of sucrose in
cariogenic dental biofilm formation- New insight. J Dent Res. 2006; 85(10): 878-87.

2 Koo H, Falsetta ML, Klein MI. The Exopolysaccharide Matrix: A virulence
Determinant of cariogenic biofilm. J Dent Res. 2013: 92(12):1065-73.



13 Tenuta LMA, Cury JA. Fluoride: its role in dentistry. Braz Oral Res. 2010; 24 (Spec
Iss 1): 9-17.

4 Rugg-Gunn A. Dental caries: Strategies to control this preventable disease. Acta
Med Acad. 2013; 42(2): 117-30.

S Chandra Shekar BR, Nagarajappa R, Suma S, Thakur R. Herbal extracts in oral
health care - A review of the current scenario and its future needs. Pharmacogn Rev.
2015; 9(18): 87-92

6 Yadav SR, Kini VV, Padhye A. Inhibition of tongue coat and dental plaque
formation by stabilized chlorine dioxide Vs chlorhexidine mouthrinse: a randomized,
triple blinded study. J Clin Diagn Res. 2015; 9(9): 69-74.

7 Melo AFM, Santos EJV, Souza LFC, Carvalho AAT, Pereira MSV, Higino JS.
Atividade antimicrobiana in vitro do extrato de Anacardium occidentale L. sobre
especies de Streptococcus. Rev Bras Farmacogn. 2006; 16(2): 202-05.

8 Rocha EALSS, Carvalho AVOR, Andrade SRA, Trovdo DMMB, Costa EMMB.
Atividade Antimicrobiana “ In Vitro ” de Extratos Hidroalcodlicos de Plantas
Medicinais do Nordeste Brasileiro em Bactérias do Género Streptococcus. Pesq Bras
Odontoped Clin Integr. 2013; 13(3): 233-38.

9 Marrelli M, Amantea M, Tatullo M. A comparative, randomized, controlled study on
clinical efficacy and dental staining reduction of mouthwash containig chlorhexidine
0,20% and anti discoloration system (ADS). Ann Stomatol 2015; VI (2): 35-42

1.1.1.1.2 ?° Anand G, Ravinanthan M, Basaviah R, Shetty AV. In vitro antimicrobial and
cytotoxic effects of Anacardium occidentale and Mangifera indica in oral care. J
Pharm Bioall Sci. 2015; 7(1): 69-74.

21 Palombo EA. Traditional medicinal plant extracts and natural products with activity
against oral bacteria: potential application in the prevention and treatment of oral
diseases. J Evid Based Complementary Altern Med. 2011: 1-15.

22 Chinsembu KC. Plants and other natural products used in the management of oral
infections and improvement of oral health. Acta Trop. 2016; 154: 6-18.

23 Albuquerque UP, Hanazaki N. As pesquisas etnodirigidas na descoberta de novos
farmacos de interesse médico e farmacéutico: fragilidades e pespectivas. Rev Bras
Farmacogn. 2006; 16(Supl.): 678-89.



24 Santos EB, Dantas GS, Santos HB, Diniz MFFM, Sampaio FC. Estudo
etnobotanico de plantas medicinais para problemas bucais no municipio de Joao
Pessoa, Brasil. Rev Bras Farmacogn. 2009; 19(1B): 321-24.

25Bitu VCN, Bitu VCN, Matias EFF, Lima WP, Portelo AC, Coutinho HDM, Menezes
IRA. Ethnopharmacological study of plants sold for therapeutic purposes in public
markets in Northeast Brazil. Journal of Ethnopharmacology. 2015; 172: 265-72.

26 VVieira DRP, Amaral FMM, Maciel MCG, Nascimento FRF, Libério SA, Rodrigues
VP. Plant species used in dental diseases: Ethnopharmacology aspects and
antimicrobial activity evaluation. J Ethnopharmacol. 2014; 155(3): 1441-49.

27 Silva, AS. Atividade antimicrobiana e antiaderente in vitro de produtos naturais
contra Streptococcus mutans. 2013. [Monografia]- Sdo Luis (MA): Universidade
Federal do Maranhao, 2013.

28 Silva, RA. Acdo antimicrobiana de Anacardium occidentale L.: potencial
biotecnolégico na geragdo de produtos anticarie. 2012. [Tese]- Fortaleza (CE):
Universidade Estadual do Ceara, 2012.

29 Chaves MH, Cit6 AMGL, Lopes JAD, Costa DA, Oliveira CAA, Costa AF, Brito
Junior FEM. Fendis totais, atividade antioxidante e constituintes quimicos de extratos
de Anacardium occidentale L., Anacardiaceae. Rev Bras Farmacogn. 2010; 20(1):
106-12.

30 Aratjo CRF, Pereira JV, Pereira MSV, Alves PM, Higino JS, Martins AB.
Concentragdo minima bactericida do extrato do cajueiro sobre bactérias do biofilme
dental. Pesq Bras Odontoped Clin Integr. 2009; 9(2): 187-91.

31 Furtado MAM, Alves FCS, Martins JL, Vasconcelos MA, Vanessa Sabrine Correia
Ramos VSC, Sousa GS, Silva ALC, Farias WRL, Teixeira EH, Cavada BS, Santos
RP. Effect of cashew (Anacardium occidentale L.) peduncle bagasse extract on
Streptococcus mutans and its biofilm. R. bras. Bioci. 2014; 12(1): 9-13.

32 Carvalho FG, Negrini TC, Sacramento LVS, Hebling J, Spolidorio DMP, Cristiane
Duque C. The in vitro antimicrobial activity of natural infant fluoride-free toothpastes
on oral micro-organisms. J Dent Child. 2011; 78(1): 3-8.

33 Gutiérrez RMP, Mitchell S, Solis RV. Psidium guajava: a review of its tradional
uses, phytochemistry and pharmacology. J Ethnopharmacol. 2008; 117: 1-27.



34 Kidaha ML, Alakonya AE, Nyende AB. Bioactivity determination of methanol and
water extracts for roots and leaves of Kenyan Psidium guajava L landraces against
pathogenic bactéria. Springerplus 2013, 2(670): 1-7.

% Gupta K, Hazarika SN, Saikia D, Namsa ND, Mandaln M. One step green
synthesis and anti-microbial and anti-biofilm properties of Psidium guajava L. leaf
extract-mediated silver nanoparticles. Mater Lett. 2014; 125: 67—70.

3% Garode AM, Waghode SM. Antibacterial activity of guava leaves extracts against
S. mutans. Int J Bioassays, 2014, 3 (10), 3370-72.

37 Shekar C, Nagarajappa R, Singh R, Thakur R. Antimicrobial efficacy of Acacia
nilotica, Murraya koenigii L. Sprengel, Eucalyptus hybrid, and Psidium guajava on
primary plaque colonizers: na in vitro comparision between hot and cold extraction
process. J Indian Soc Periodontol. 2015; 19(2): 174-79.

38 Ccahuana-Vasquez RA, Cury JA. S mutans biofilm model to evaluate antimicrobial
substance and enamel demineralization. Braz Oral Res. 2010; 24 (2): 135-41.



ANEXO 1

O

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plataforma
MARANHAO UFMA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DO EFEITO DE EXTRATOS VEGETAIS NAS PROPRIEDADES
CARI(;‘G NICAS DO BIOFILME DE S.mutans E DESMINERALIZAGAO DO ESMALTE
DENTARIO

Pesquisador: Silvana Amado LIbério Pe]reira
Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 50571915.0.0000.5087
Instituicdo Proponente:
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

v

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.378.124

Apresentacdo do Projeto:

Diversos mecanismos vém sendo utilizado para controle e prevencio da doenga cérie, como escovagao
dental, uso de dentifricio fluoretado,aplicagéo tépica do fluor, alteragéo da dieta e uso de agentes quimicos.
Para o controle quimico, os produtos naturais vém sendo utilizados como principio ativo para muitas
formulagdes, entretanto em odontologia, ainda hé poucos estudos relacionados a dinamica do biofilme.
Estudos anteriores mostraram que o extrato da casca e folha de Annacardium occidentale e extrato da folha
de Psidium guajava possuem atividade contra S. mutans no estado plancténico. No entanto, faz-se
necessario, analisar a atividade no biofilme, onde os desafios séo maiores. Assim, o objetivo deste
estudo é avaliar in vitro a capacidade dos extratos hiroalcoolicos de Anacardium occidentale e Psidium
guajava de interferir nas propriedades cariogénicas do biofime e desmineralizag&o do esmalte dentério com
o uso de modelo de biofilme S. mutans validado. Os biofilmes seréo formados sobre blocos de esmalte
bovinos e expostos 8x/dia por 1 min & solugéo de sacarose & 10%. Apés 48 h de crescimento, os blocos
serfio aleatorizados e tratados 2x ao dia por 1 min com: extrato da casca de Annacardium occidentale 10%;
extrato da folha de Annacardium occidentale 10%; extrato de Psidium guajava 10%; NaCl 0,9%,; clorexidina
0,12%; NaF 0,05%. Os biofilmes ser&o coletados para quantificagéo de viabilidade bacteriana, biomassa e
da concentragéo de

d Avenida dos F 1966 CEB Velho

Bairro: Bloco C,Sala 7, Comité de Etica CEP: 65.080-040
UF: MA Municipio: SAO LUIS
Telefone: (98)3272-8708 Fax: (98)3272-8708 E-mail: cepufma@ufma.br

Pégina 01 de 04



UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MARANHAO UFMA

Continuagao do Parecer: 1.376.124

polissacarideos extra e intracelulares. A desmineralizag&o do esmalte sera estimada por microdureza pela
porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) e pela area integrada da perda de dureza em
fungéio da profundidade da les&o de carie (S). Os resultados seréo analisados estatisticamente usando
testes apropriados, com nivel fixado em 5%.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario: »

Avaliar in vitro a capacidade dos extratos da casca e da folha de Anacardium occidentale e extrato da folha
de Psidium guajava de interferir nas propriedades cariogénicas do biofiime e desmineralizagio do esmalte
dentario com o uso de modelo de biofime S: mutans validado.

Objetivo Secundario:

Investigar a alteragéo da acidogenicidade biofiime; Verificar modificagdes nos indicadores bioquimicos da
matriz do biofilme: polissacarideos extracelulares, biomassa e na viabilidade bacteriana; Comparar a
capacidade de interferir na desmineralizagéo do esmalte dentério.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Contaminagé&o ambiental por S. mutans devido ao descarte inadequado do material utilizado no
experimento, no entanto, as precaugbes necessarias seréo tomadas visando minimizar tal risco: assepsia e
antissepsia da area de trabalho e equipamentos utilizados e descarte de material em lixo de material
contaminado.

Beneficios:

Pacientes ser&o submetidos a exame clinico e caso apresente crie ou outras alteracdes bucais, seréo
encaminhados para atendimento na Clinica Integrada da Universidade Federal do Maranhé&o. Pacientes
ser&o orientados quanto & higienizagéo da cavidade bucal, assim como teréo aplicag&o topica de filor, apés
coleta da saliva. Obteng&o de produto manipulado & base de Ancardium occidentale e Psidium guajava
como possivel forma para controle e prevengéo da cérie.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa tem todos os elementos necessarios ao bom desenvolvimento com objetivos e materiais e
métodos bom sélidos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos de apresentag&o obrigatorias foram apresentados e estéo de acordo com a resolugéo
466/12 do CNS.

Endereg Avenida dos P 1966 CEB Velho
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Recomendacdes:

Todas as recomendagcdes foram acatadas e corrigidas pela pesquisadora.

C lusdes ou P

déncias e Lista de Inadequacdes:

St

Todas as pendéncias foram acatadas e corrigidas pela pesquisadora e est&o de acordo com a resolucéo

466/12 do CNS.

Consideragdes Finais a critério do CEP: *

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacgéo
Informagdes Basicas PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 26/11/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 496691.pdf 01:14:42
Outros RESPOSTAPARECERPENDENTE.docx] 26/11/2015 |Silvana Amado Aceito
01:14:09 | Llbério Pereira

Outros PROJETOPENDENTE.docx 26/11/2015 |Silvana Amado Aceito
01:13:42 | LIbério Pereira

Outros PROJETOPENDENTEPDF .pdf 26/11/2015 |Silvana Amado Aceito
01:12:50 | LIbério Pereira

Outros local.pdf 22/10/2015 |Silvana Amado Aceito
12:39:51 | LIbério Pereira

Folha de Rosto rosto.pdf 22/10/2015 | Silvana Amado Aceito
12:37:06 | Libério Pereira

TCLE / Termos de | TCLE.docx 22/10/2015 |Silvana Amado Aceito

Assentimento / 11:37:47 |Llbério Pereira

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |PROJETO.pdf 22/10/2015 |Silvana Amado Aceito

Brochura 11:37:29 |LlIbério Pereira

Investigador

Projeto Detalhado / |PROJETO.docx 22/10/2015 |Silvana Amado Aceito

Brochura 11:37:13  |Llbério Pereira

Investigador

Folha de Rosto Folha de rosto Allana.pdf 25/06/2015 Aceito
16:43:46

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagéo da CONEP:

Néo

Endereco: Avenida dos Portugueses, 1966 CEB Velho

Bairro: Bloco C,Sala 7, Comité de Etica CEP: 65.080-040

UF: MA Municipio: SAO LUIS

Telefone: (98)3272-8708 Fax: (98)3272-8708 E-mail: cepufma@ufma.br
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ANEXO 2

y Laudo de Esterilizacao

Data da Esterilizagdo: 05/08/2015
Hora Inicio: 19:40 Hora Fim: 03:00

Ciclo: 811 JOXIDO ETILENO

Resultado da esterilizag3o e leitura de indicadores quimicos e biologicos.

Cliente: HOSPITAL SAO PAULO

Tempo de esterilizagao: 180 minutos - Agente Esterilizante 90 - OXIDO ETILENO
Termperatura média do ciclo: 51 graus Celcius Mistura: OXY‘FUME 90

Indicador quimico: Aprovado v

Integrador quimico: Aprovado : Indicador Bioldgico:Negativo

Conformidade do Processo: Aprovado

Observagoes:

0OBS: Cada material foi entregue com os dados em suas respectivas etiquetas.

Responsavel Técnico: Enf. REBECA GUTTERRES - COREN - 27475-MA

Cliente Setor Itens esterilizados
HOSPITAL SAO PAULO CENTRO CIRURGICO 11
HOSPITAL SAO PAULO [0 o B 3

til o ' § éu"chM O Yuu Mo




ANEXO 3

INFORMACAQ

dos de €tica e pesquisa em animais que 0$ dente
", pertercem a bovinos da

Informamos aos org

fornecidos por esta empresa, para testes “in vitro
raca Nelore. com cerca de 5 anos de idade e 250 kg de peso limpo, tratados
dentro de rigidos padroes de qualidade e rastreamento sob fiscalizacido do
Ministério da Agricultura — SIF 1758.

Atenciosamente.

o

José Mauricio Soares Pardo
Gevente de Vendas
Mondelli Indastria de Alimentos S/A.



ANEXO 4

MISSAO, ESCOPO E POLITICA DE SUBMISSAO NA BOR

A Brazilian Oral Research - BOR (versédo online ISSN 1807-3107) € a publicagao
oficial da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontoldgica - SBPqO (Divis&o brasileira
da International Association for Dental Research - IADR). A revista tem classificagéo
B1 Qualis Capes Odontologia), Fator de Impacto™ 0,937 (Institute for Scientific
Information - ISI), é revisada por pares (sistema duplo-cego) e tem como missao
disseminar e promover o intercambio de informagdes sobre as diversas areas da

pesquisa odontolégica e com acesso aberto, modalidade dourada, sem embargo.

A BOR convida a submissao os seguintes tipos de artigos originais e de revisédo, nas
seguintes tipologias: Pesquisa Original (artigo completo ou Short Communication),
Revisao Critica da Literatura, Revisdo Sistematica (e Meta-Analise), além de Cartas

ao Editor. Todas as submissdes deverao ser exclusivas a BOR.

A submissdo dos manuscritos, e de toda documentacido relacionada, deve ser
realizada exclusivamente pelo ScholarOne Manuscripts™, através do link de

submissao online (http://mc04.manuscriptcentral.com/bor-scielo).

O processo de avaliacdo do conteudo cientifico do manuscrito sera iniciado somente
apdés o atendimento dos requisitos descritos nestas Instrucbes aos Autores. O
manuscrito em desacordo com estes requisitos sera devolvido ao autor de

correspondéncia para adequacoes.

Importante: Apos ser aceito por seu mérito cientifico, todo manuscrito devera ser
submetido a uma revisdo gramatical e estilistica do idioma inglés. Para conhecer as
empresas recomendas, entre em contado com bor@sbpgo.org.br. Os autores
deverdo encaminhar o texto revisado juntamente com o certificado de reviséo
fornecido pela empresa de edicdo escolhida. Nao serao aceitas revisoes
linguisticas realizadas por empresas que nao fornecam o certificado. Excecao a
esta regra é feita quando o autor de correspondéncia é_native English speaker.

APRESENTAGAO DO MANUSCRITO

O texto do manuscrito devera estar redigido em inglés e fornecido em arquivo digital
compativel com o programa "Microsoft Word" (em formato DOC, DOCX ou RTF).



Cada uma das figuras (inclusive as que compdem esquemas/combos) devera ser
fornecida em arquivo individual e separado, conforme as recomendac¢des descritas
em topico especifico.

Fotografias, micrografias e radiografias deverdo ser fornecidas em formato TIFF,
conforme as recomendacdes descritas em tdpico especifico.

Graficos, desenhos, esquemas e demais ilustragdes vetoriais deverao ser fornecidos
em formato PDF, em arquivo individual e separado, conforme as recomendacdes
descritas em topico especifico.

Arquivos de video poderao ser submetidos, respeitando as demais especificidades,
inclusive o anonimato dos autores (para fins de avaliagao) e respeito aos direitos dos
pacientes.

Importante: o ScholarOne™ permite que o conjunto dos arquivos somem no maximo
10 MB. No caso de a inclusao do arquivo de video acarretar em tamanho superior, &
possivel informar o link de acesso ao video. Na reprodugdo de documentagao
clinica, o uso de iniciais, nomes e/ou numeros de registro de pacientes s&o
proibidos. A identificacdo de pacientes nao € permitida. Um termo de consentimento
esclarecido, assinado pelo paciente, quanto ao uso de sua imagem devera ser
fornecido pelo(s) autor(es) quando solicitado pela BOR. Ao reproduzir no manuscrito
algum material previamente publicado (incluindo textos, graficos, tabelas, figuras ou
quaisquer outros materiais), a legislacdo cabivel de Direitos Autorais devera ser
respeitada e a fonte citada.

As segdes do manuscrito devem ser apresentadas observando-se as caracteristicas
especificas de cada tipo de manuscrito: folha de rosto (Title Page), introducéo,
metodologia, resultados, discuss&do, conclusdo, agradecimentos e referéncias.
Folha de rosto (7itle Page; dados obrigatérios)

e Indicacao da especialidade*, ou area de pesquisa, enfocada no manuscrito.

*Anatomia; Biologia Craniofacial; Biologia Pulpar; Bioquimica; Cariologia; Ciéncias
do Comportamento; Cirurgia Bucomaxilo; Controle de Infecgdo; Dentistica;
Disfuncdo  Temporomandibular;  Estomatologia; = Farmacologia;  Fisiologia;
Imaginologia; Implantodontia - Clinica Cirurgica; Implantodontia - Clinica Protética;
Implantodontia Basica e Biomateriais; Imunologia; Materiais Dentarios; Microbiologia;
Oclusao; Odontogeriatria; Odontologia Legal; Odontologia Social; Odontopediatria;
Ortodontia; Ortopedia; Patologia Oral; Periodontia; Protese; Saude Coletiva; Terapia
Endodoéntica.

o Titulo informativo e conciso, limitado a um maximo de 110 caracteres
incluindo espacos.

o Nomes completos e por extenso de todos os autores, incluindo os respectivos
numeros de telefone e enderegos eletronicos (email). Recomenda-se aos
autores confrontar seus nomes anotados na Folha de Rosto (Title Page) com
o perfil criado no ScholarOne™, de modo a evitar incompatibilidades.

o A participagédo de cada um dos autores devera ser justificada por escrito em
folha separada, observando-se os critérios de autoria e co-autoria adotados
pelo International Committee of Medical Journal Editors, disponiveis em
http://www.icmje.org/recommendations/browse/roles-and-
responsibilities/defining-the-role-of-authors-and-contributors.html




o Dados de afiliagdo institucional/profissional de todos os autores, incluindo
universidade (ou outra instituicdo), faculdade/curso, departamento, cidade,
estado e pais, apresentados de acordo com as normas internas de citacéo
estabelecidas pela instituicdo de cada um dos autores. Verificar se as
afiliacdes foram inseridas corretamente no ScholarOne™.

Resumo: deve ser apresentado na forma de um paragrafo unico estruturado (mas
sem sub-divisdes em sec¢des), contendo proposicdo do trabalho, metodologia,
resultados e conclusdes. No Sistema, utilizar a ferramenta Special characters para
caracteres especiais, se aplicavel.

Descritores: devem ser fornecidos de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais,
escolhidos dentre os descritores cadastrados em http:/decs.bvs.br/ ou
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html (n&o ser&o aceitos sinbnimos).

Texto Principal

Introducgao: deve apresentar o estado da arte do assunto pesquisado, a relevancia
do estudo e sua relagcdo com outros trabalhos publicados na mesma linha de
pesquisa ou area, identificando suas limitagcdes e possiveis vieses. O objetivo do
estudo deve ser apresentado concisamente ao final dessa segao.

Metodologia: devem ser fornecidas todas as caracteristicas do material pertinente
ao assunto da pesquisa (ex.: amostras de tecido, sujeitos da pesquisa). Os métodos
experimentais, analiticos e estatisticos devem ser descritos de forma concisa, porém
suficientemente detalhada para permitir que outros possam repetir o trabalho. Os
dados de fabricantes ou fornecedores de produtos, equipamentos, ou softwares
devem ser explicitados na primeira mencéo feita nesta se¢do, como segue: nome do
fabricante, cidade e pais. Os programas de computador e métodos estatisticos
também devem ser especificados. A menos que o objetivo do trabalho seja comparar
produtos ou sistemas especificos, os nomes comerciais de técnicas, bem como de
produtos ou equipamentos cientificos ou clinicos sé devem ser citados nas secdes
de "Metodologia" e "Agradecimentos", de acordo com o caso. No restante do
manuscrito, inclusive no titulo, devem ser utilizados os nomes genéricos. Nos
manuscritos que envolvam radiografias, microrradiografias ou imagens de MEV,
devem ser incluidas as seguintes informacgdes: fonte de radiacao, filtros e niveis de
kV utilizados. Os manuscritos que relatem estudos em humanos devem incluir
comprovagdo de que a pesquisa foi conduzida eticamente de acordo com a
Declaracao de Helsinki (World Medical Association,
http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/). O numero de protocolo de
aprovacdo emitido por um Comité Institucional de Etica deve ser citado. Estudos
observacionais devem seguir as diretrizes STROBE (http://strobe-statement.org/) e o
check list deve ser submetido. Ensaios clinicos devem ser relatados de acordo com
o protocolo padronizado da CONSORT Statement (http://www.consort-
statement.org/), revisdes sistematicas e meta-analises devem seguir o PRISMA
(http://www.prisma-statement.org/), ou Cochrane (http://www.cochrane.org/).

Ensaios Clinicos



Os ensaios clinicos segundo as diretrizes CONSORT disponiveis em www.consort-
statement.org. O numero de registro do ensaio clinico e o nome do registro da
pesquisa serdo publicados com o artigo.

Manuscritos que relatem a realizacdo de estudos em animais devem também incluir
comprovacao de que a pesquisa foi conduzida de maneira ética, e 0 numero de
protocolo de aprovacédo emitido por um Comité Institucional de Etica deve ser citado.
Caso a pesquisa envolva um registro génico, antes da submissdo, as novas
sequéncias genéticas devem ser incluidas num banco de dados publico, e o numero
de acesso deve ser fornecido a BOR. Os autores poderé&o utilizar as seguintes bases
de dados:

¢ GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit
« EMBL: http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/index.html
« DDBJ: http://www.ddbj.nig.ac.jp

As submissdes de manuscritos que incluam dados de microarray devem incluir a
informagdo recomendada pelas diretrizes MIAME (Minimum Information About a
Microarray Experiment - http://www.mged.org/index.html) e/ou descrever, na forma
de itens, como os detalhes experimentais foram submetidos a uma das bases de
dados publicamente disponiveis, tais como:

o ArrayExpress: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
o GEO: http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/

Resultados: devem ser apresentados na mesma ordem em que o0 experimento foi
realizado, conforme descrito na secdo "Metodologia". Os resultados mais
significativos devem ser descritos. Texto, tabelas e figuras ndo devem ser
repetitivos. Os resultados com significancia estatistica devem vir acompanhados dos
respectivos valores de p.

Tabelas: devem ser numeradas e citadas consecutivamente no texto principal, em
algarismos arabicos. As tabelas devem ser submetidas separadamente do texto em
formato DOC, DOCX ou RTF.

Discussao: deve discutir os resultados do estudo em relagcéo a hipbtese de trabalho
e a literatura pertinente. Deve descrever as semelhancas e as diferengas do estudo
em relacdo aos outros estudos correlatos encontrados na literatura, e fornecer
explicagbes para as possiveis diferengas encontradas. Deve também identificar as
limitagdes do estudo e fazer sugestdes para pesquisas futuras.

Conclusdes: devem ser apresentadas concisamente e estar estritamente
fundamentadas nos resultados obtidos na pesquisa. O detalhamento dos resultados,
incluindo valores numéricos etc., ndo deve ser repetido.

Agradecimentos: as contribuicdes de colegas (por assisténcia técnica, comentarios
criticos etc.) devem ser informadas, e qualquer vinculagdo de autores com firmas
comerciais deve ser revelada. Esta segdo deve descrever a(s) fonte(s) de
financiamento da pesquisa, incluindo os respectivos numeros de processo.



Plagio

A BOR emprega um sistema de detecgao de plagio. Ao enviar o seu manuscrito para
a Revista, este manuscrito podera ser rastreado. Isto ndo tem relacédo com a simples
repeticio de nomes / filiagcbes, mas envolve frases ou textos utilizados.
Referéncias: sO serdo aceitas como referéncias as publicagcdes em periddicos
revisados por pares. Nao serdao aceitos como referéncias manuscritos em processo
de redagéo, dissertacdes, teses, ou resumos apresentados em congressos. Devem
ser evitadas referéncias a livros.

As citagcbes de referéncias devem ser identificadas no texto por meio de numeros
arabicos sobrescritos. A lista completa de referéncias deve vir apds a seg¢ao de
"Agradecimentos", e as referéncias devem ser numeradas e apresentadas de acordo
com o Estilo Vancouver, em conformidade com as diretrizes fornecidas pelo
International Committee of Medical Journal Editors, conforme apresentadas em
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK7256/). Os titulos de periddicos devem ser
abreviados de acordo com o List of Journals Indexed in Index Medicus
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/nimcatalog/journals). A correta apresentacdo das
referéncias € de responsabilidade exclusiva dos autores.

Grafia de termos cientificos: nomes cientificos (binbmios de nomenclatura
microbioldgica, zooldgica e botanica) devem ser escritos por extenso, bem como
0s nomes de compostos e elementos quimicos, na primeira mengao no texto
principal.

Unidades de medida: devem ser apresentadas de acordo com o Sistema
Internacional de Medidas (http://www.bipm.org ou
http://www.inmetro.gov.br/consumidor/unidLegaisMed.asp).

Notas de rodapé no texto principal: devem ser indicadas por meio de
asteriscos e restritas ao minimo indispensavel.

Figuras: fotografias, micrografias e radiografias devem ter uma largura minima
de 10 cm, resolucdo minima de 500 dpi, e devem ser fornecidas em formato
TIFF. Graficos, desenhos, esquemas e demais ilustracdes vetoriais devem ser
fornecidos em formato PDF. Todas as figuras devem ser submetidas,
individualmente, em arquivos separados (ndo inseridas no arquivo de texto). As
figuras devem ser numeradas e citadas consecutivamente no corpo do texto, em
algarismos arabicos. As legendas das figuras devem ser inseridas todas juntas
no final do texto, apds as referéncias.

CARACTERISTICAS E FORMATAGAO DOS TIPOS DE MANUSCRITOS
Pesquisa Original

Devem ser limitados a 30.000 caracteres incluindo espagos (considerando-se
introdugéo, metodologia, resultados, discussdo, conclusdo, agradecimentos, tabelas,

referéncias e legendas de figuras). Sera aceito um maximo de 8 (oito) figuras e 40
(quarenta) referéncias. O resumo deve conter, no maximo, 250 palavras.



Formatagao - Arquivos de Texto

Folha de rosto (Title Page)

Texto principal (30.000 caracteres incluindo espagos)
Resumo - maximo de 250 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Introdugao

Metodologia

Resultados

Discusséao

Concluséo

Agradecimentos

Tabelas

Referéncias - maximo de 40 referéncias

Legendas de figuras

Formatacgao - Arquivos de figuras
e Figuras - maximo de 8 (oito) figuras, conforme descrito acima.

Resumo de Pesquisa Original (Short Communication)
Devem ser limitados a 10.000 caracteres incluindo espacgos (considerando-se,
introdugéo, metodologia, resultados, discussdo, conclusdo, agradecimentos, tabelas,
referéncias e legendas de figuras). E permitido um maximo de 2 (duas) figuras e 12
(doze) referéncias. O resumo deve conter, no maximo, 100 palavras.

Formatacgao - Arquivos de texto

Folha de rosto

Texto principal (10.000 caracteres incluindo espacgos)
Resumo - maximo de 100 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Introducao

Metodologia

Resultados

Discusséao

Concluséo

Agradecimentos

Tabelas

Referéncias - maximo de 12 referéncias

Legendas de figuras

Formatacgao - Arquivos de figuras

e Figuras - maximo de 2 (duas) figuras, conforme descrito
acima.

Revisao Critica de Literatura

A submissdo desse tipo de manuscrito sera realizada apenas a



convite da Comissédo de Publicagdo da BOR. Todos os manuscritos
serdo submetidos a revisao por pares. Esse tipo de manuscrito deve
ter um conteudo descritivo-discursivo, com foco numa apresentacao
e discussdo abrangente de questbes cientificas importantes e
inovadoras, e ser limitado a 30.000 caracteres incluindo espagos
(considerando-se, introducdo, metodologia, resultados, discusséo,
concluséo, agradecimentos, tabelas, referéncias e legendas de
figuras). Incluir uma apresentacdo clara do objeto cientifico de
interesse, argumentacéo logica, uma analise critica metodologica e
tedrica dos estudos e uma conclusdo resumida. E permitido um
maximo de 6 (seis) figuras e 50 (cinquenta) referéncias. O resumo
deve conter, no maximo, 250 palavras.

Formatagao - Arquivos de texto

o Folha de rosto

o Texto principal (30.000 caracteres incluindo espacgos)
e Resumo - maximo de 250 palavras

o Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
e Introducédo

o Metodologia

e Resultados

e Discussao

e Conclusdo

o Agradecimentos

o Tabelas

o Referéncias - maximo de 50 referéncias

o Legendas de figuras

Formatacgao - Arquivos de figuras
e Figuras - maximo de 6 (seis) figuras, conforme descrito acima.

Revisao Sistematica e Meta-Analise
Ao resumir os resultados de estudos originais, sejam eles
guantitativos ou qualitativos, esse tipo de manuscrito deve responder
a uma questao especifica, ser limitado a 30.000 caracteres, incluindo
espagos, e seguir o estilo e formato Cochrane (www.cochrane.org). O
manuscrito deve informar detalhadamente como se deu o processo
de busca e recuperagao dos trabalhos originais, o critério de selegcéo
dos estudos incluidos na revisdo e fornecer um resumo dos
resultados obtidos nos estudos revisados (com ou sem uma
abordagem de meta-analise). N&do ha limite para a quantidade de
referéncias e figuras. Tabelas e figuras, caso sejam incluidas, devem
apresentar as caracteristicas dos estudos revisados, as intervencgoes
que foram comparadas e respectivos resultados, além dos estudos
excluidos da revisdo. Demais tabelas e figuras pertinentes a reviséo
devem ser apresentadas como descrito anteriormente. O resumo
deve conter, no maximo, 250 palavras.
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