FORMULÁRIO PADRÃO PARA APRESENTAÇÃO DE PROJETOS 



Título do Projeto:

Estudo comparativo da Tea Tree Oil e da Clorexidina no controle do biofilme dental – ensaio clínico randomizado. 


Justificativa
O biofilme dental consiste numa matriz de polissacarídeos, proteínas, DNA  e colônias de microrganismos que se fixam às superfícies dentárias, material restaurador, implantes e prótese(1-5). Após 4 horas que a higiene oral é suspensa, uma gengiva saudável passa a ter acúmulo de estreptococos e bacilos  Gram positivos que favorecem a fixação de outra bactérias, tais como, as Gram negativas como Fusobacterium nucleatum, Prevotella  melaninogenica, Prevotella intermedia(5-7).
Esse biofilme e seus subprodutos atuam como agentes irritantes desencadeando uma resposta inflamatória do tecido gengival levando a um processo inflamatório/infeccioso, aumentando o volume do exsudato inflamatório e, progredindo  para a  doença periodontal(8, 9). A doença periodontal, embora possa ser influenciada por fatores como predisposição do hospedeiro, fumo, estresse emocional e doenças sistêmicas, corresponde a 11ª condição mais prevalente no mundo, acometendo de 20 a 50% da população. Essa doença é uma das principais causas de perda dental que levará ao comprometimento da mastigação, da estética e da qualidade de vida em adultos(8-10).
Dentre os patógenos encontrados no biofilme, as Fusiobacterium são as anaeróbicos Gram - negativas mais abundantemente identificadas na região do sulco gengival, sendo capaz de aderir e invadir os tecidos e estimular a produção de interleucina –8 pelo tecido epitelial. Além disso também auxilia na adesão de importantes bactérias para o estabelecimento da doença periodontal como a Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Aggrgatibacter actinomycetemcomitan(11)
Na ausência do fusubacterium,  as Porphyromonas gingivalis não conseguem se agregar a microbiota existente(9). Impedir a presença ou remover  precocemente este patógeno, auxiliará sobre maneira na prevenção e no controle da doença periodontal.  A principal forma para se evitar o acumulo do biofilme dental é a limpeza mecânica, realizada pelo hábito da escovação diária. Entretanto, quanto a doença já está instalada, busca-se uma associação de tratamentos que incluem a educação bucal, com ênfase na escovação diária, terapia periodontal de suporte além de aplicação tópica de medicamento para controle e prevenção da doença(9, 12, 13)
Considerado o padrão de referência para terapia de suporte e prevenção da doença periodontal, o Glucontato de Clorexidina atua contra bactérias Gram -positivas e  Gram – negativas(9). Embora tenha um potencial antimicrobiano eficaz pelo seu efeito bacteriostático quando em baixas concentrações e bactericida em alta concentrações(14) tem ação reduzida na presença de matéria orgânica, o que pode ser um problema quando usada em sítios subgengivais(9).
Utilizado na Odontologia desde a década de 70, possui diferentes formulações, dentre elas: enxaguatório bucal, géis, comprimido, vernizes, comercializados como soluções a base de água ou álcool com concentrações que variam de 0,12% a 0,2%.(9). Apresenta alguns efeitos indesejáveis como sabor desagradável, erosão na mucosa, sensação de queimação dos tecidos moles e coloração castanha amarelado da estrutura dental, língua e margens das restaurações, além de alteração do paladar. Estes dois últimos os mais frequentemente relatados e que muitas vezes são os responsáveis pela não adesão ao seu uso(9, 15, 16).
Buscando encontrar outros produtos com efetividade semelhante a do digluconato de clorexidina mas sem os efeitos indesejados, principalmente da pigmentação e alteração do paladar, tem-se utilizado extratos vegetais com conhecidas propriedades antimicrobianas, dentre eles Oléo de melaleuca, utilizado pelos aborígenas australianos a mais de cem anos, para o tratamento de infecções cutâneas(17). Nas ultimas décadas seu uso tem aumentado devido seu efeito antisséptico seguro, relativamente eficaz e natural(18, 19).. Embora muito utilizado como um potente antisséptico e cicatrizante de feridas, micose e doenças envolvendo a região de boca e garganta, teve declínio em sua produção na década de 40 com o advento dos antibióticos(20).
Shapiro et al(21) testaram o óleo de malaleuca contra as bactérias encontras no biofilme dental e observaram a susceptibilidade de algumas bactérias ao produto, indicando sua utilização para promoção da saúde e manutenção da higiene bucal. Conhecida usualmente como “Tea tree”, “arvore do chá” ou “tea tree oil  (TTO). O principal componente do óleo é o Terpinel 4 -oil (22, 23)
Estudos “in vitro” e  “in vivo” tem  demostrado propriedades antibacterianas, antifúngicas e anti-inflamatória do terpineol e o alfa terpineol, componentes do óleo de melaleuca, isolados ou sinergicamente com um ou mais  componentes menores(23, 24). Diferente do Gluconato de clorexidina, o óleo de melaleuca não causa pigmentação e tem boas propriedades de penetração tecidual, sendo compatível com sabões e um poderoso solvente(25). O oléo de melaleuca tem sido utilizado no tratamento de acne, micoses e como antisséptico e desinfetante para o tratamento de feridas e queimaduras, devido as suas atividades antibacterianas, antifúngicas, antiviral e  anti-inflamatória(26-28).
Estudos “in vitro” tem demonstrado que o TTO tem efeitos bactericidas e bacteriostáticos contra os patógenos responsáveis pela doença periodontal enquanto estudos “in vivo” já demostraram a redução do processo infamatório gengival e redução do biofilme dental(29, 30). A presença de bactérias multirresistentes a antibióticos bem com os efeitos indesejáveis do diglucontado de clorexidina tem acelerado a busca por outro produtos dentre eles os produtos naturais como o TTO. O estudo de Takarada et al.(31) utilizando cepas de bactérias responsáveis pelo biolfime e da doença periodontal demostrou que o TTO 0,2%  é capaz de inibir a adesão das bactérias formadoras do biofilme dental e não causaram nenhuma toxicidade às células  humanas.
A propriedade anti-inflamatória do gel de TTO 2,5% foi comparado com o uso do gel de digluconato de clorexidin0,2% e um gel placebo.  49 pacientes não fumantes foram acompanhados por 8 semanas, sendo os índices gengivais, de placa e sangramento papilar avaliados no tempo 0, 4 e 8 semanas. Embora os resultados do estudo tenham observado uma redução significativa nos escores de Índice gengival e Índíce de sangramento gengival no grupo TTO, os escores do biofilme não reduziram e tenderam a aumentar nas últimas semanas do estudo. Entretanto, sua propriedade lipofílica facilita sua penetração através do epitélio o que poderá permitir uma melhor atuação anti inflamatória nos sulcos subgengivais(32).
Balappanavar et al.(33) , Salvatori et al.(34)  e  Reddy  et al (35), Ripari et al (36) realizaram estudos experimentais, ”in vivo” comparando a ação antibacteriana e e/ou na ti-inflamatória do TTO e do Digluconato de clorexidina (0,12 % e 0,2%) no tratamento da gengivite. Os resultados dos estudos apontam para uma maior eficácia dos TTO em relação ao digluconato de clorexidina no que diz respeito a diminuição do processo inflamatório avaliado pelo Índice gengival ao longo do tratamento. Além disso o TTO não causou discromia dental, nem alteração do paladar, sendo mais apreciado pelos indivíduos e auxiliando na melhora da halitose, em especial no período da manhã. Ripari e al (36), salientam que os resultados observados em seus estudos são muito promissores, no que diz respeito a eficácia do TTO, embora só observem dados clínicos e recomendam mais pesquisas para melhor compreensão dos efeitos desse agente fitoterápicos em outras doenças bucais, com a periodontite.
Assim, considerando que a doença periodontal tem seu inicio no biofilme formado sobre a superfície do dente e tecidos gengivais e que  estudos, in vivo,  observaram a eficácia do TTO utilizando-se apenas parâmetros clínicos é que este projeto de pesquisa tem  como  objetivo  comparar  o Tea Tree Oil, através do Enxaguante bucal da Inphoral  ®, registro na Anvisa 2.04.754-8 e do Digluconato de Clorexidina 0,12% no controle microbiano da cavidade bucal, considerando os parâmetros clínicos e bacteriológicos. A hipótese desse trabalho será que o Enxaguante bucal da Inphoral  ®terá eficácia igual ou superior  a do  que Digluconato de Clorexidina 0,12% quando submetido ao Teste de sensibilidade antibacteriana. 
 
Objetivos

Objetivo Geral
Comparar o  Enxaguante bucal da Inphoral  ®  Tea Tree Oil e o diglucontato de Clorexidina 0,12% no controle microbiano da cavidade bucal 


· Objetivos  Especificos 
· Verificar a eficácia do Enxaguante bucal da Inphoral ® e do diglucontato de Clorexidina 0,12% sobre a microbiota 
· Determinar os parâmetros de Índice gengival e profundidade de sondagem por um período de 21 dias nas diferentes soluções;
· Quantificar o  número de colônias de MO por período de 21 dias nas diferentes soluções;
· Determinar a capacidade inibitória  do Enxaguante bucal da Inphoral ® em substituição ao uso do Diglucontato de Clorexidina 0,12%após 14 dias; Determinar a capacidade inibitória da solução do Enxaguante bucal da Inphoral ® TTO após 14 dias de sua utilização;
 Determinar a presença de discromia dental por um período de 21 dias  nas diferentes soluções;
· Registrar os efeitos e eventos adversos devido ao uso das  diferentes soluções 


Metodologia
[bookmark: _Toc459622025][bookmark: _Toc24363288][bookmark: _Toc24654188]
TIPO DE ESTUDO

Ensaio clinico randomizado duplo cego.

[bookmark: _Toc459622026][bookmark: _Toc24363289][bookmark: _Toc24654189]POPULAÇÃO, LOCAL, TEMPO E AMOSTRA

Utilizou-se o open epi para estimar o tamanho amostral. Considerando o nível de confiança de 95%, poder do estudo de 80% e razão de não expostos e expostos de 1.0, estimou-se uma eficácia de 30% para o grupo CHX e 80% para o TTO que resultou em amostra mínima necessária de 16 participantes  em cada grupo.  Considerando a possibilidade de perda de segmento cada grupo será composto por 20 participante, o que perfaz uma amostra total de 40 participantes.  
Os participantes serão selecionados nos Estágios Supervisionados clínicos da Clínica Escola de Odontologia da UniSul no período de maio a junho de 2022. Os pacientes serão divididos de forma randomizada, por sorteio,  em dois grupos G1  e G2   e avaliados por 21 dias considerando-se quatro tempos: T0 (inicial), T1 (após 7 dias), T2 (após 14 dias), T3 (após 21 dias). 
Tanto participantes quanto examinador não saberão a qual grupo pertencem cada um dos participantes. O sorteio e distribuição da soluções será realizada por uma terceira pessoa.
A coleta dos dados clínicos será realizada na Clinica de Odontologia da UniSul e os dados laboratoriais no Laboratório de Microbiologia, do Laboratório Didático da Saúde, da mesma instituição.

[bookmark: _Toc423350034][bookmark: _Toc459622027][bookmark: _Toc24363290][bookmark: _Toc24654190][bookmark: _Toc459622029]CRITÉRIOS DE INCLUSÃO

· Idade igual ou superior a 18 anos;
· Sangramento gengival até 10 segundos após remoção da sonda do sulco gengival; 
· Presença de biofilme dental;
· A perda dental  por exodontia para tratamento ortodôntico 



[bookmark: _Toc423350035][bookmark: _Toc459622028][bookmark: _Toc24363291][bookmark: _Toc24654191]CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO

· Fumantes; 
· Etilistas;
· Diabetes mellitus;
· Alérgicos a uma das substâncias do estudo;
· Uso de aparelho ortodôntico;
· Uso de enxaguante bucal ou substância antimicrobiana, há pelo menos duas semanas antes do inicio do estudo; 

[bookmark: _Toc24654192]COLETA DE DADOS


Cada paciente será avaliado por um único operador,  previamente treinado e calibrado, sendo que cada um deles utilizará o mesmo instrumento (Sonda Milimetrada Nabers), tanto em T0  (incial) em T1 (7 dias após o início do tratamento), T2 (14 dias após o inicio do tratamento), T3 (21 dias após o inicio do tratamento).
Os seguinte parâmetros periodontias serão anotados em ficha clinica específica (Anexo A): medidas de profundidade de sondagem (distância da margem gengival ao fundo do sulco ou da bolsa), índice gengival modificado proposto por Ainamo; Bay, 1975, em  Tokede et al. (37), que identifica a presença 1 ou ausência 2 de sangramento à sondagem até 10 segundos após a remoção da sonda do sulco gengival e índice dicotômico de placa (ausência 2 ou presença 1).  Embora todos os dentes da cavidade bucal sejam examinados, serão anotados apenas os dados relativos ao dente que apresentar a maior profundidade de sondagem em cada sextante, baseado no modelo proposto para o índice (Community Periodontal Index of Treatment Needs - Índice periodontal comunitário das necessidades de tratamento), CPITN, no entanto considerando medidas milimétricas.   
Fotos  do sorriso  do paciente  serão realizada para posterior comparação no que diz respeito a presença de discromia dental ao longo dos 21 dias.   As fotos serão realizadas com  câmara  digital de   48 Mp, resolução de 8000X6000 pixel,  tamanho da abertura de F 1.8, ângulo máximo 120º, foco manual por toque, do aparelho celular LG Velvet ®. A presença de discromia será avaliada com o auxilio de uma escala de cor odontológica (Escala cor Vita)  , pelo pesquisador responsável,  considerando-se se houve ou não houve alteração da cor em um dos tempos. (Anexo B)
Além das variáveis anteriormente descritas, também será realizado o Teste de Sensibilidade antibiótica (TSA) para as duas soluções  e a contagem das Unidades de colônia de cada paciente. (Anexo C e D)
Nos Tempos T1 (7 dias)  e T2 (14 dias) os participantes estarão divididos em  Grupo 1 e Grupo 2. Nos termos T0 (inicio) e T4 (21 dias)  haverá somente um grupo. 
Todos ao participantes receberão um dentifrício com fluoreto de sódio (NaF) a 1100ppm.(38). O uso de dentifrícios com  laurel sulfato de sódio, pode interferir na eficácia da solução de digluconato de clorexidina(39). 
Para determinar o nível de efeitos e eventos  indesejáveis  do paciente com o uso das substâncias será realizado um questionário com  perguntas como:  Ardência ou queimação na boca pelo uso da solução; gosto desagradável ou alteração gustativa durante o uso da solução; mudança do hálito durante o uso da solução; alteração sistêmica durante o uso das soluções (enjoo, vômito, náuseas) Anote o que ocorreu: Muito frequente, frequentemente, eventualmente, raramente, nunca. Com relação a mudança de cor dos dentes deverão responder : totalmente, muito, muito pouco, pouco, nada. (Anexo E)
O TSA será realizado com o material coletado no TO, sem que tenha ocorrido contato com nenhuma das substâncias. Com o auxilio de um swab amostra de biofilme do sulco gengival do dente que apresentar maior profundidade de sondagem entre os sextantes será coletada em duplicada e transportada para um tudo estéril com água destilada e encaminhada para o laboratório didático de analises clinicas da UNISUL para o plaqueamento. As amostras serão semeadas na placas de petri  contendo  Agar Müeller-Hinton,  com o auxilio de um swab estéril.  A superfície seca da placa deverá ser inoculada esfregando o swab em toda a superfície de tal forma que seja assegurada uma distribuição uniforme. Discos de antibiogramas estéreis, cada um com  6 mm de diâmetro serão embebidos com as soluções testes e dispostos, de modo equidistantes, nas placas para posterior verificação dos halos de inibição.  Após incubação por 24 horas  as placas serão examinas para verificar se o crescimento obtido estará uniforme, se existe presença de contaminantes e se o halo de inibição estará bem definido.  Após essa inspeção visual a leitura será realizada com o auxilio de um paquímetro que será encostado na parte de trás da placa de petri invertida(40-42).
Essa analise será realizada com todos os participantes e com as duas substâncias, em triplicata para que, as placas que apresentarem falhas no crescimento ou no halo de inibição, serão descartadas. 
A contagem da Unidades de colônias de bactérias será realizado com o material coletado em todos os tempos (T0, T1, T2, T3). Com o auxilio de um swab amostra de biofilme do sulco gengival do dente que apresentar maior profundidade de sondagem entre os sextantes será coletada em duplicada e transportada para um tudo estéril com água destilada e encaminhada para o laboratório didático de analises clinicas da UNISUL para o plaqueamento.  Para o crescimento de bactérias Gram positivas e negativas será utilizado o meio de cultura Agar Sangue,  a incubação a 37º.C, durante 48  horas, e a contagem das unidades formadoras de colônias (UFCs). Para a contagem de colônias isoladas será utilizados o meios de cultura  o Agar Mac-Conkey, para bactérias gram negativo. A semeadura nas placas serão realizadas com o auxilio de um swab estéril pela técnica do esgotamento (43)

Sistematização da pesquisa:
Primeira semana (T0) – valores basais:
Os participantes serão avaliados sem que tenham recebido qualquer tipo de orientação quanto a higiene oral ou utilizado qualquer uma das soluções.  Nesta etapa serão realizados os exames periodontais  foto, a e a coleta para determinar os valores basais da microbiota normal e TSA.  Nesta etapa após a realização dos exames e coleta do material, os participantes receberão orientação quanto a higiene oral. Em seguida receberão  140 mL de uma das duas substâncias: digluconato de clorexidina 0,12% ou Enxaguante bucal da Inphoral ® com as instruções por escrito de como utilizá-las (Anexo F) Diariamente, durante sete dias consecutivos, 30 minutos após a escovação matutina e noturna, os voluntários deverão bochechar 10mL da solução por 1 minuto. Após o bochecho os voluntários serão orientados à não beber líquido ou alimento por pelo menos 2 horas.  


Segunda semana (T1):
Sem que ocorra a interrupção do uso de qualquer uma das soluções, após 7 dias do primeiro exame, os participantes serão reavaliados, material será coletado e   responderão ao questionário sobre os efeitos indesejáveis do uso da solução.  Novo frasco com 140mL da solução, de acordo com seu grupo, serão entregue a cada um dos participantes. 

Terceira semana (T2):
Sem que ocorra a interrupção do uso de qualquer uma das soluções, após  14 dias  do primeiro exame,  os participantes serão reavaliados,  material será coletado e  responderão ao questionário sobre os efeitos indesejáveis do uso da solução. 
 Nesta semana todos os participantes receberão um novo frasco contendo 140mL apenas da solução de TTO que deverão utilizar conforme as orientações realizadas anteriormente.  

Quarta semana (T3):
Sem que ocorra a interrupção do uso de qualquer uma das soluções, após  21 dias  do primeiro exame,  os participantes serão reavaliados, material será coletado e  responderão ao questionário sobre os efeitos indesejáveis do uso da solução. 

Figura 1: Sistematização dos grupos de acordo com as etapas do estudo

Figura 2: Fluxograma das etapas do estudo:



Etapa 1:
Avaliação dos parâmetros periodontais  (T0, T1, T2, T3)


Etapa 2:
Instrução de IHO
(Apenas em T0)





Etapa 3:
Fotografia da cavidade bucal (T0, T1, T2, T3) 





Etapa 4:  
Coleta do biofilme dental (T0, T1, T2, T3) 




Etapa 5:  
 Teste de sensibilidade antibacteriana (T0) , Contagem da UC. ((T0, T1, T2, T3)












Os dados coletados serão inseridos no Software Jamovi ® versão 1.6.24, para realização das análises. Na análise descritiva, serão realizadas análise de normalidade dos dados e inferência estatística para determinar média, desvio padrão e intervalo de confiança, considerando-se nível de confiança de 95%. Os dados quantitativos desta análise serão também apresentados na forma de histograma e/ou boxplot.
A comparação dos resultados do TSA entre os grupos será realizado pelo teste t caso  a distribuição seja normal e Teste de Mann – Whitney, caso a distribuição não seja normal.
Para comparação dos resultados entre os grupos nos diferentes tempos será realizado o teste Anova 2  critérios  de medidas repetidas.  O teste de Tukey será utilizado para identificar em quais grupos a diferença das médias é estatisticamente significativa.
A comparação sobre os efeitos indesejáveis será  realizado pelo teste de krsukall -Wallis
 O nível de confiança para esses testes será de 95%.

 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA

O presente projeto de pesquisa terá envolvimento direto com seres humanos, logo, será encaminhado para análise ética pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) Unisul. Somente após a sua aprovação é que se dará início à coleta de dados. O pesquisador irá  a Clinica de Odontologia da UniSul (Campus Tubarão) para realizar o convite aos participantes de pesquisa. Inicialmente, será explicado detalhadamente o objetivo da pesquisa. 
O voluntário  será orientado de que sua participação não impedirá a realização do tratamento o qual procuram e que, alterações no paladar e a no cor dos dentes podem ocorrer pelo uso de alguma das substâncias,  mas que  tendem a normalizar após a suspensão da solução16. A literatura  evidencia também possibilidade de reações alérgicas,  raras,  a  algumas destas substâncias23. Caso o participante desconheça essa condição será informado de que os efeitos alérgicos mais comuns são náusea e coceira.  Em caso de algum destes sintomas deverá suspender imediatamente o uso da solução e  contatar o pesquisador responsável.  Além disso, poderá desistir da pesquisa a qualquer momento.
Após o aceite, será aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) que estará em duas vias assinadas pela pesquisadora responsável, onde uma delas ficará com o participante de pesquisa e a outra com o pesquisador responsável, que o guardará por cinco anos. Posteriormente, dar-se-á início à entrevista, avaliação periodontal, realização das fotos e coletada do material  em local adequado e reservado.  Caso o participante não possua tempo disponível no momento abordado, mas queira participar da pesquisa, será agendado para outro momento. (Apêndice A).



Resultados esperados

	Os efeitos adversos observados com o uso do digluconato de clorexidina tem provocado, na comunidade científica, a busca por substâncias que possuam propriedades antimicrobianas  semelhantes ou superiores. Nas ultimas décadas, estudos com extratos de plantas tem demonstrado que  algumas plantas possuem essas propriedades, porém poucos ainda são os estudos in vivo que fazem essa comparação. A realização desta pesquisa permitirá identificar, por meio de parâmetros clínicos e laboratoriais, qual das duas substâncias (digluconato de clorexidina ou exangunte bucal da Inphoral ®) é mais eficaz no controle microbiano da cavidade bucal.
	Este estudo pretende estimular a discussão sobre o uso de novas substâncias antimicrobianas, em especial de origem natural, no controle do biofilme dental, em especial naquelas pessoas que tem dificuldade em realizar a correta escovação, e sem que haja alteração do paladar e cor dos dentes, duas das principais queixas dos pacientes e que muitas vezes é motivo da não adesão ao tratamento. 

Cronograma

	Atividade
	Março/22
	Abril/22
	Maio/22
	Junho/22
	Julho/22
	Agosto/22

	Elaboração do projeto
	
	
	
	
	
	

	Envio para CEP
	
	
	
	
	
	

	Qualificação do projeto 
	
	
	
	
	
	

	Coleta dos dados

	
	
	
	
	
	

	Análise dos dados e descrição dos resultados
	
	
	
	
	
	

	Elaboração dos artigos e defesa da tese
	
	
	
	
	
	


	















Orçamento 

	Especificação do material
	Quantidade/unidade
	Valor (R$)

	Digluconato de Clorexdina 0,12%
	5L
	80,00

	Enxaguante bucal (inphoral
	9 L 
	1625,00

	Kit Swab
	250 
	1550,00

	Swab
	100
	36,00

	Pasta de dente
	30
	150,00

	Escova dental
	30
	300,00

	Placas Agar Sangue
	120
	1250,00

	Placas Agar Müeller-Hinton
	90 
	630,00

	Placas Agar Mac-Conkey
	120
	408,00

	Agua destilada  
	5L 
	10,00

	Luva descartável
	3 caixas
	78,00

	Máscara descartável
	3 caixa 
	90,00

	Gorro descartável
	1 pacote
	15,00

	Sonda Milimetrada Nabers
	10 unidades
	330,00

	Grau cirúrgico
	200 unidades
	25,00

	Fracos plásticos de 140 mL
	100 unidades
	199,00

	Discos de antibiogramas 
	1000 unidades
	460,00

	Impressões diversas
	2000 folhas
	400,00

	Total 
	
	7636,00



As custas do projeto serão arcadas pelo  aluno pesquisador. 
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