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RESUMO

Mucosite oral (MO) & um processo inflamatorio resultante do efeito adverso
citotéxico do tratamento de radioterapia e quimioterapia em pacientes com cancer
e tem como manifestagao clinica ulceragdes dolorosas. Os 6leos essenciais (OEs)
vém sendo estudados entre os agentes bioativos com atividade antimicrobiana
promissora; entre eles temos a Lippia sidoides Cham., que vem sendo utilizada no
tratamento de diversas patologias devido a sua ag¢ao anti-inflamatéria, antioxidante,
antifungica e antibacteriana. Esse trabalho tem como objetivo avaliar as
caracteristicas organolépticas, atividade antimicrobiana e citotoxicidade de uma
espuma contendo oOleo essencial de Lippia sidoides Cham. para prevencao e
tratamento de mucosite oral em pacientes saudaveis. E um ensaio clinico,
randomizado, intervencionista envolvendo 50 individuos saudaveis que foram
submetidos a utilizagdo do produto teste a base de Lippia sidoides Cham. nas
concentragdes de 0,5% (G1), 0,5% associado com OEs de Cymbopogon citratus
0,3% + Citrus limon 0,1% (G2), 0,25% associado com OEs de Cymbopogon citratus
0,2% + Citrus limon 0,2% (G3), placebo com excipientes sem oleos essenciais (G4)
e placebo com excipientes + dleo essencial de Cymbopogon citratus + Citrus limon
(G5). A saliva foi coletada antes e apods a utilizagdo dos produtos, diluida a 10-",10-
3e 10 e plaqueada nos meios de cultura: BHI Agar, Agar Sabouraud, Agar Mitis
Salivarius e Agar Sal Manitol e realizada a contagem das colénias expressas em
UFC/mL. Também foi realizada citologia exfoliativa antes e depois com coloragao
de Papanicolau e coloragdo acido periodico-Schiff (PAS) para avaliacédo de
alteracdes celulares. Apds o uso, o paciente respondeu também um questionario
sobre as caracteristicas organolépticas. A formulagdo de espuma apresentou uma
boa aceitagdo de aparéncia e consisténcia para 100% dos pacientes. O G2
apresentou reducdo de bactérias com diferenga das médias log antes-depois de
0,28 UFC/mL, apresentando diferenga estatisticamente significante em uma
utilizagdo do produto por 01 minuto (p<0,05). O grupo 1 apresentou melhor média
de aumento de salivacédo durante o uso do produto com média de 6,9 com diferenca
estatisticamente significante entre ele o grupo 5 (p<0,05). O uso tépico da
formulagdo em espuma foi citolégico e clinicamente seguro nas trés concentragdes
testadas. Somente a concentracédo de 0,5% apresentou alteracéo halo perinuclear
estatisticamente significante. Esses resultados podem ter um impacto importante



no desenvolvimento de terapéutica eficaz, segura e de baixo custo na saude bucal

em pacientes com mucosite e xerostomia.

Palavras-chave: Mucosite; Xerostomia; Lippia



ABSTRACT

Oral mucositis (OM) is an inflammatory process resulting from the cytotoxic adverse
effect of treatment of radiotherapy and chemotherapy in patients with cancer and
has as clinical manifestation painful ulcerations. The essential oils (EOs) have been
studied among the bioactive agents with promising antimicrobial activity; among
them we have the Lippia sidoides Cham., which has been used in the treatment of
several pathologies due to its anti-inflammatory, antioxidant, antifungal and
antibacterial action. This work aims to evaluate the organoleptic characteristics,
antimicrobial activity and cytotoxicity of a foam containing essential oil of Lippia
sidoides Cham. for prevention and treatment of oral mucositis in healthy patients. It
was a randomized, interventional clinical trial involving 50 healthy individuals who
underwent the use of the test product based on Lippia sidoides Cham. at 0.5% (G1),
0.5% associated with EO of Cymbopogon citratus 0.3% + Citrus limon 0.1% (G2),
0.25% associated with EOs of Cymbopogon citratus 0.2% + Citrus limon 0.2% (G3),
placebo with excipients without essential oils (G4) and placebo with excipients +
essential oil of Cymbopogon citratus + Citrus limon (G5). The saliva was collected
before and after the use of the products, diluted to 10,102 and 10-® and plated in
the culture media: BHI Agar, Sabouraud Agar, Mitis Salivarius Agar and Manitol Salt
Agar and counting the colonies expressed in CFU/mL. Papanicolau staining and
Periodic acid-Schiff staining (PAS) were also performed in exfoliative cytology to
evaluate cellular alterations before and after use the foam. After use, the patient
also answered a questionnaire about the organoleptic characteristics. The foam
formulation presented good acceptance of appearance and consistency for 100%
of the patients. G2 showed a reduction of bacteria with a difference of log averages
before -0.88 CFU / mL, presenting a statistically significant difference in one use of
the product for 1 minute (p <0.05). Group 1 presented a better average salivation
increase during the use of the product with a mean of 6.9 with a statistically
significant difference between him and group 5 (p <0.05). Topical use of the foam
formulation was cytologically and clinically safe at the three concentrations tested.
Only the concentration of 0.5% presented a statistically significant perinuclear halo
change. These results may have a significant impact on the development of
effective, safe and low cost oral health therapy in patients with mucositis and

xerostomia.
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1. INTRODUGAO

Mucosite oral (MO) é um processo inflamatorio resultante do efeito colateral
citotéxico do tratamento em pacientes com cancer, radioterapia e quimioterapia, e
tem como manifestagdo clinica ulceragbes dolorosas que prejudicam na nutrigao
devido a dificuldade de mastigagao e degluticdo, aumento do risco para infec¢des
sistémicas, comprometendo o tratamento oncolégico e também na qualidade de
vida (Cheng et al., 2010; Al-Ansari et al., 2015; Koizumi et al., 2017; Prats et al.,
2017; Tancharoen et al., 2018).

Sonis propds uma hipétese para o desenvolvimento e cicatrizagdo das lesdes
de MO que ocorre em quatro fases interdependentes: uma fase inicial
inflamataoria/vascular, uma fase epitelial, uma fase ulcerativa/bacteriolégica, e uma
fase de cicatrizagdo (Sonis, 1998). A fase |, fase inflamatdria/vascular acontece
imediatamente apds a administracdo da radioterapia e quimioterapia que induz a
liberagdo de citocinas Interleucina-1 (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-
a) do epitélio (Krenger & Ferrara, 1996; Sonis, 1998). A radiagao ionizante também
estimula a liberagdo de citocinas do tecido conjuntivo adjacente. TNF-a e IL-1
podem causar danos teciduais e serem um fator de aceleragdo e agravante do
processo de mucosite. IL-1 estimula uma resposta inflamatoria, resultando em
aumento da resposta vascular subepitelial, levando assim a um aumento nos niveis
locais de agentes citotoxicos (Nagi et al., 2017). Acredita-se que o uso
concomitante de radiacdo e quimioterapia amplifique e prolongue a liberagado de
citocinas e, assim, aumente ainda mais a resposta inflamatoria dos tecidos (Sonis,
1998).

A fase ll, epitelial, acontece especialmente com farmacos que afetam a fase S
do ciclo celular, como Metotrexato, 5-fluorouracil e Citarabina, causando impacto
nas ceélulas em divisao do epitélio basal oral, resultando em redugao da renovagao
do epitélio, atrofia e ulceracdo (Sonis, 1998; Nagi et al., 2017). A fase lIl,
ulcerativa/bacteriologica é a mais sintomatica e inicia geralmente uma semana apods
o inicio do tratamento para o cancer, ocorrendo geralmente no momento da
neutropenia maxima do paciente. E caracterizada por areas localizadas de eroso
em espessura total que ficam cobertas por uma pseudomembrana fibrinosa, com

colonizacéo secundaria bacteriana que estimula ainda mais a liberagao de citocinas

18



do tecido conjuntivo, agravando mais ainda o quadro do paciente.(Sonis, 1998;
Nagi et al., 2017) A fase |V, cicatrizag&o, é caracterizada pela normalizagdo dos
leucdcitos, proliferacéo e diferenciagao celular, e controle da microbiota oral ( Sonis.
1998).

A MO apresenta alta incidéncia em pacientes em tratamento do cancer, quase
todos os pacientes em tratamento radioterapico apresentam lesées de MO e em
89% dos pacientes em tratamento quimioterapico (TQ) e tratamento radioterapico
(TR) associados.(Trotti et al., 2003) O custo de internacdo para pacientes em
tratamento quimioterapico € bem elevado, e ha um aumento consideravel se esses
pacientes apresentam lesdes de MO, sendo necessarias assim medidas de baixo-
custo para prevegao do aparecimento desta patologia nesses pacientes. Neste
contexto, o uso dos 6leos essenciais podem vir a ser alternativa eficaz. (Elting et
al., 2003)

Nesse contexto, os Oleos essenciais (OEs) vém sendo estudado entre os
agentes bioativos com atividade antimicrobiana promissora. (Scrimger et al., 2018)
Entre estes temos o 6leo essencial extraido da planta Lippia sidoides Cham,
também conhecida como "Alecrim-pimenta”, que é nativa da regido nordeste do
Brasil e norte do estado de Minas Gerais, e que vem sendo utilizada no tratamento
de diversas patologias devido a sua agao anti-inflamatadria, antioxidante, antifungica
e antibacteriana (Chambers et al., 2004; Bassolé & Juliani, 2012; Eslami et al.,
2016). A acdo antimicrobiana acontece devido a esta espécie produzir um 6leo
essencial rico em timol e carvacrol, que tem uma potente atividade antimicrobiana
contra fungos e bactéria (Bassolé & Juliani, 2012). Sendo assim, nos propusemos,
no presente estudo, avaliar a tolerancia e seguranga de Oleos essenciais, bem

COMO Seu uso na prevencao da mucosite oral.
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2. CAPITULO1

O manuscrito a seguir intitulado “Avaliagdo das caracteristicas
organolépticas e antimicrobiana de espuma contendo 6leos essenciais para
prevencgao e tratamento de mucosite oral” sera submetido para publicagdo no
periodico “Archives of Oral Biology” — Qualis A2, ISSN 0003-9969.
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Avaliacao das caracteristicas organolépticas e antimicrobiana de espuma
contendo dleos essenciais para prevengao e tratamento de mucosite oral
Silveira KG"; Dos Santos AE?; Sampaio FC3

'Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Odontologicas. Universidade Federal
da Paraiba, Cidade Universitaria CEP: 58051-900, Jodo Pessoa-Brasil.

2 Programa de Pos-graduagdo em Desenvolvimento e Inovagdo Tecnoldgica em
Medicamentos,. Universidade Federal da Paraiba, Cidade Universitaria CEP:
58051-900, Jo&o Pessoa-Brasil.

3Universidade Federal da Paraiba, Cidade Universitaria CEP: 58051-900, Jo&o
Pessoa-Brasil. *Departamento de Clinica e Odontologia Social. Universidade
Federal da Paraiba, Cidade Universitaria CEP: 58051-900, Jodo Pessoa-Brasil.

RESUMO:

Objetivo: Esse trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas
organolépticas e atividade antimicrobiana de uma espuma contendo O6leos
essenciais para prevencao e tratamento de mucosite oral. Materiais e métodos: E
um ensaio clinico, randomizado, intervencionista envolvendo 50 individuos
saudaveis que foram submetidos a utilizacdo do produto teste a base de Lippia
sidoides Cham. nas concentragcdes de 0,5% (G1), 0,5% associado com OEs de
Cymbopogon citratus 0,3% + Citrus limon 0,1% (G2), 0,25% associado com OEs
de Cymbopogon citratus 0,2% + Citrus limon 0,2% (G3), placebo com excipientes
sem Oleos essenciais (G4) e placebo com excipientes + 6leo essencial de
Cymbopogon citratus + Oleo essencial de Citrus limon (G5). Saliva foi coletada
antes e apo6s a utilizagdo do produto, diluida a 10',10 e 10-® e plaqueada nos
meios de cultura BHI Agar, Agar Sabouraud, Agar Mitis Salivarius e Agar Sal
Manitol e realizada a contagem das colénias expressas em UFC/mL. Apds o uso,
0 paciente respondeu um questionario sobre as caracteristicas organolépticas.
Resultados: A formulacédo de espuma apresentou uma boa aceitagao de aparéncia

e consisténcia para 100% dos pacientes. O grupo 2 apresentou reducdo de
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bactérias com diferenga das meédias log antes-depois de 0,28 UFC/mL,
apresentando diferenga estatisticamente significante em apenas uma utilizagéo do
produto por 01 minuto (p<0,05). O grupo 1 apresentou melhor média de aumento
de salivagdo durante o uso do produto com meédia de 6,9 com diferenca
estatisticamente significante entre ele o grupo 5 (p<0,05). Conclusao: Esses
resultados podem ter um impacto importante no desenvolvimento de terapéutica
eficaz, segura e de baixo custo na saude oral em pacientes com mucosite e

xerostomia.

Palavras-chave: Mucosite; Xerostomia; Lippia; Produtos com Agao

Antimicrobiana
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ABSTRACT

Objective:The aim of this study was to evaluate the organoleptic characteristics and
antimicrobial activity of an foam made from essential oil of Lippia sidoides Cham.
for prevention and treatment of oral mucositis. Design: This is a randomized,
interventional, clinical trial involving 50 patients who underwent the use of Lippia
sidoides Cham. 0.5%, 0.5% associated with the essential oil of Cymbopogon
citratus 0.3% + Citrus limon 0.1%, 0.25% associated with the essential oil of
Cymbopogon citratus 0.2% and Citrus limon 0.2%, placebo with with excipient and
placebo with excipient + essential oil of Citrus limon and Cymbopogon citratus.
Saliva was collected before and after using the product, diluted 10-1,10-® and 10
and plated on to Brain Heart Infusion agar, Sabouraud Dextrose agar, Mitis
Salivarius agar and Manitol Salt agar and representative colonies were counted in
and expressed in CFU / mL. The oral cytology exfoliative before and after using the
product. Smears were stained with the Papanicolaou and PAS stain and were
examined by pathologist to evaluate cell differences. After use, the patient answered
a question about the organoleptic characteristics. Results: The foam formulation
presented good acceptance of appearance and consistency for 100% of the
patients. Group 2 presented a reduction of bacteria with a difference of the mean
log before-after 0,28 UFC/ mL, presenting statistically significant difference in only
one use of the product for 1 minute (p <0.05). Group 1 presented a better salivation
increase during the use of the product with a mean of 6.9 with a statistically
significant difference between group 5 (p <0.05).Conclusions: These results may
have a significant impact on the development of effective, safe and low-cost oral
health therapy in patients with mucositis and xerostomia with low-income.

Key words: Mucositis; Xerostomia; Lippia; Products with Antimicrobial Action.
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INTRODUGAO

Mucosite oral (MO) é um processo inflamatorio resultante do efeito colateral
citotéxico do tratamento em pacientes com cancer, tendo como caracteristica
eritema, atrofia, erosdo e ulcera da mucosa oral (Al-Ansari et al., 2015; Prats et al.,
2017). Essas ulceragbes s&o tipicamente dolorosas, consequentemente,
necessitam de terapias analgésicas, prejudicam na nutricdo devido a dificuldade de
mastigacdo e degluticdo e também na qualidade de vida (Cheng et al., 2010;
Koizumi et al., 2017; Tancharoen et al., 2018). Além disso, essa ruptura da
integridade da barreira epitelial, caracteristica nas ulceragdes da MO, representa
um expressivo fator de risco para infecgbes sistémicas, principalmente nos
pacientes imunocomprometidos, podendo levar a descontinuagdo no tratamento

oncologico (Al-Ansari et al., 2015).

A MO apresenta alta incidéncia, 97%, em pacientes em TR e 89% em pacientes
em TQ e TR associados (Trotti et al., 2003). Estudos relatam que o custo médio de
internagcédo para pacientes com MO €& bem elevados, comparados aos pacientes
sem essas lesdes, sendo necessarios assim medidas de baixo custo como os 6leos
essenciais para prevenir o aparecimento de MO, ajudando a diminuir os custos
hospitalares nesses pacientes, ja que apresenta uma taxa de incidéncia bastante
elevada entre os pacientes submetidos ao tratamento para cancer (Elting et al.,
2003).

Embora atualmente ainda ndo exista um método definido para a prevencéao e
tratamento da MO (Stokman et al., 2006), varias intervengbes como anestésicos
tépicos, antimicrobianos, analgésicos, higiene oral, diversos enxaguantes bucais,
laserterapia, difenidramina sao utilizadas (Saunders et al., 2013; Saito et al., 2014,
Soares et al., 2018). Dessa forma, um protocoloco deve ser estabelecido utilizando
novas terapias para melhorar a qualidade de vida desses pacientes.

Outra complicagdo muito comum associada ao tratamento quimioterapico e
radioterapico desses pacientes € a hipossalivagao, que € a sensagao subjetiva de
boca seca que pode ser devido a danos nas glandulas salivares que ocorrem em
quase todos os pacientes tratados com radioterapia (Scrimger et al., 2018). A
hipossalivagdo é associada ao aumento da carie dentaria, dificuldade na
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mastigacéo, degluticdo, e problemas de fala, bem como maior incidéncia de
candidiase (Chambers et al., 2004). Assim, a diminuicdo na taxa de fluxo salivar é
um fator que aumenta o risco de mucosite oral (Eslami et al., 2016).

Os 6leos essenciais (OEs) vém sendo estudado entre os agentes bioativos com
atividade antimicrobiana promissora (Bassolé & Juliani, 2012). Entre estes temos o
Oleo essencial extraido da planta Lippia sidoides Cham, também conhecida como
"Alecrim-pimenta”, que é nativa da regido nordeste do Brasil e norte do estado de
Minas Gerais, e que vem sendo utilizada no tratamento de diversas patologias
devido a sua agao anti-inflamatoria, antioxidante, antifungica e antibacteriana
(Botelho et al., 2007; Fontenelle et al., 2007; Vazquez-Sanchez et al., 2018). A agao
antimicrobiana acontece devido a esta espécie produzir um 6leo essencial rico em
timol e carvacrol, que tém uma potente atividade antimicrobiana contra fungos e
bactérias (Botelho et al., 2007).

Os mecanismos de acao antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia sidoides
ainda nao estdo bem esclarecidos. Entretanto, acredita-se que o mecanismo de
acgao do carvacrol e timol em biofilmes seja devido a sua natureza anfipatica. A sua
parte hidrofilica permitiria sua difusado através da matriz polissacaridica, enquanto
as propriedades hidrofobicas predominantes destes compostos poderiam levar a
interagbes especificas com a membrana da bactéria causando a dispersao das
cadeias polipeptidicas da membrana celular e afetando a sua estabilidade (Soumya
etal., 2011)

Apesar do progresso da pesquisa nessa area, ainda ha poucos estudos com
OEs com aplicagao no campo da odontologia. Normalmente, algumas substancias
desta classe tém sido utilizadas em formulagdes evitando formag&o de biofiime e
para evitar gengivite (Preus et al., 2013; Van Leeuwen et al., 2014) por isso existe
a necessidade de mais estudos utilizando OEs com possivel uso potencial para
pacientes apresentando mucosite e xerostomia. Esse trabalho teve como objetivo
avaliar as caracteristicas organolépticas e a atividade antimicrobiana de uma
espuma contendo 6leo essencial de Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Citrus

limon para prevencgao e tratamento de mucosite oral.
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MATERIAL E METODOS

1. Consideracdes Eticas

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal da Paraiba e aprovado pelo protocolo CAAE
83179618.8.0000.5188 com o parecer 2.839.183 (ANEXO A).

2. Descricao do estudo

Trata-se de um ensaio clinico, duplo-cego, randomizado, intervencionista,
longitudinal envolvendo individuos saudaveis. A populag¢ao do estudo foi composta
de 50 individuos adultos de ambos os sexos, divididos em 5 grupos que foram
submetidos a utilizacdo do produto teste a base de L. sidoides Cham. nas
concentragbes de 0,5% (G1), 0,5% associado Oleo essencial de Cymbopogon
citratus 0,3% + 6leo essencial de Citrus limon 0,1% (G2), 0,25% associado 6leo
essencial de Cymbopogon citratus 0,2% + Oleo essencial de Citrus limon 0,2%
(G3), além do grupo onde os individuos receberam o placebo excipientes sem oleos
essenciais (G4) e placebo excipientes + oleo essencial de Cymbopogon citratus +
oleo essencial de Citrus limon (G5).

3. Calculo amostral

Utilizando o teste ANOVA, onde k s&o os 5 grupos estudados (concentragdes
de 0,5%, 0,5% associado, 0,25% associado, além dos dois grupos placebos),
utilizando 50 pacientes, com 10 participantes em cada grupo, obtivemos o poder de
90%, com uma significancia de 0,05.

4. Critérios de inclusao
a. Voluntarios saudaveis;
b. Voluntarios maiores de 18 anos;

c. Voluntarios que aceitaram participar do estudo.
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5. Critérios de exclusao

a. Voluntarios com alteragdes sistémicas;

b. Voluntarios com xerostomia;

c. Voluntarios com alergia aos 6leos essenciais Lippia sidoides Cham.,
Cymbopogon citratus e Citrus limon;

d. Voluntarios apresentando lesées em cavidade oral;

e. Voluntarios em tratamento antibiotico;
Voluntarios fazendo uso de colutérios com substancias

antimicrobianas;

6. Desenvolvimento da espuma
A metodologia de desenvolvimento da espuma seguiu a patente de processo
de n° BR 10 2018 016386 8, datada de 22/07/2018.

7. Coleta de saliva e avaliagao antimicrobiana

Os participantes do estudo foram alocados nos grupos por sorteio e a coleta
da saliva foi realizada previamente e 30 minutos apos a utilizagdo dos produtos. A
aplicagao do produto e as coletas foram realizadas no Consultério Odontolégico do
Laboratorio de Biologia bucal (LABIAL/UFPB). A espuma foi aplicada uma unica
vez, em um recipiente de 10mL padronizado, em toda a mucosa jugal do paciente
durante 01 minuto, e apds o paciente cuspia o0 excesso do produto. Para coleta da
saliva foi utilizado o método da expectoracao ou “método do cuspe” que € utilizado
para medi¢cao do fluxo salivar, através da saliva que € expelida e coletada em um
tubo graduado. Para isto, apdés secagem da boca com gaze estéril, o voluntario
permaneceu durante trés minutos sem deglutir e ao final expeliu toda a saliva
armazenada na boca em um tubo coletor estéril. A saliva coletada antes e apéds a
utilizagao do produto foi centrifugada por 10 minutos a 5000 rpm e o sobrenadante
foi diluido com solugéo salina 0,9% estéril. As solugdes foram diluidas a 10,103 e
10" e plaqueadas em BHI Agar, Agar Sabouraud, Agar Mitis Salivarius e Agar Sal
Manitol e entdo incubadas a 37°C por 24h para verificacdo do crescimento

bacteriano através da contagem das col6nias expressas em UFC/mL.

8. Caracteristicas organolépticas da espuma e efeito adverso
Os participantes da pesquisa foram instruidos a preencher um questionario
sobre as caracteristicas organolépticas do produto testado (Apéndice A). Foram
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avaliadas: aparéncia, consisténcia, aplicagao, sabor e odor do produto, se o produto
causou aumento de salivagao, ardéncia, dor, dorméncia, refrescancia, nausea ou

outras alteragdes durante ou apds o uso do produto.

9. Analise estatistica
Os dados sobre as caracteristicas organolépticas, as variaveis quantitativas,
foram inicialmente analisadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, a fim de verificar
a normalidade dos dados da distribuigcdo. Para estatistica descritiva, calculou-se a
média e o desvio-padrao (dados paramétricos) e comparados os grupos através do
ANOVA e teste de Tukey.

Os dados sobre o numero de Unidades formadoras de col6nias (UFC) foram
processados inicialmente para homogeneizar as variéncias e tornar a distribuicdo
mais préoxima da normalidade. Para este fim, usamos uma transformagao
logaritmica como a seguinte equacdo: y = log 10 (x) = log (x). Variaveis
quantitativas, continuas e discretas, foram inicialmente analisadas pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, a fim de verificar a normalidade dos dados da distribuigao.
Para estatistica descritiva, calculou-se a média e o desvio-padrdao (dados
paramétricos) ou meédios, intervalo interquartilico e valores minimos e maximos
(dados nao-paramétricos). As comparagdes entre o antes e depois foram feitas
usando o Teste T pareado (dados paramétricos). Em todos os casos, o nivel de
significancia foi fixado em 0,05 (5%), sendo considerado estatisticamente
significativo p menor que 0,05. Os dados foram analisados utilizando o software
SPSS 22.

RESULTADOS

Quanto as caracteristicas organolépticas da espuma empregada neste
estudo, foi obervado que o grupo 2 apresentou melhor média na aparéncia do
produto (Fig.01). Porém, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos (Tabela 01).
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95%CI Escala aparéncia

T T T T T
1 2 3 4 S

0,5% 0,5% 0,25%  Placebo 1l Placebo 2 -
associado associado

Fig.01: Pontuagao escala de aparéncia fisica do produto analisado.

O produto do grupo 2 apresentou maior valor na escala da consisténcia
(Fig.02). Porém, n&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos
(Tabela 01).

95%Cl Escala consisténcia

T T T

T T
3 ‘

0,5% 0,5% 0,25% Placebo1 Placebo 2 -
associado associado

Fig.02: Pontuagéo de escala de consisténcia do produto analisado.

Na comparagdo entre os grupos, ndo houve diferenga estatisticamente
significante dos valores meédios das escalas de analises da aplicagdo dos produtos
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estudados. (Fig.03 e Tabela 01). 100% dos participantes relataram que os produtos

apresentavam boa consisténcia, boa aparéncia e facil aplicagéo.

95%Cl Escala aplicagdao
L
I

T T T T T
4 2 3 ‘ s

0,5% 0,5% 0,25%  Placebo1l Placebo 2 -
associado associado

Fig.03: Média da pontuagao escala facilidade de aplicagédo dos produtos analisados.

O grupo 2 apresentou melhor média de odor do produto (Fig.04). Porém, ndo

houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos (Tabela 01).

e
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95% Cl Escala_odor

6

e

T T T T T
1 2 3 ‘ 5

0,5% 0,5% 0,25%  Placebo 1 Placebo 2 -
associado associado

Fig.04: Pontuagdo média de escala de odor dos produtos analisados.

O grupo 3 apresentou melhor média de sabor do produto (Fig.05). Porém,
nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos comparando o

sabor do produto (Tabela 01).
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95% Cl Escala_sabor
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0,5% 0,5% Placebo 1 Placebo 2 -
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0,25%
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Fig.05: Média da pontuagéo de escala de sabor

Tabela 01: Caracteristicas organolépticas das espumas contendo 6leo essencial de Lippia sidoides
Cham. e grupos placebos

0,5% 0,5% 0,25% Placebo 1  Placebo 2
(G1) associado associado (G4) (G5)
(G2) (G3)

Aparéncia 89+159 92+091 75+306 74+403 7,8+154
Consisténcia 8,7+125 94+107 70+336 78+161 8,3+141
Aplicagcao 96+09 95+085 90+133 8,7+170 8,6+1,43
Odor 88+168 94+107 87+156 74+347 7,9+0,56
Sabor 74+302 73+149 8,10+159 53+3,12 7,0+0,81

O grupo 1 apresentou melhor média de aumento de salivagao durante o uso

do produto (Fig.06). Houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo 1
e o grupo 5 (p<0,05) (Tabela 02).
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95% Cl Escala_aumentodesalivacao

T T Y T T
1 2 3 4 s

0,5% 0,5% 0,25%  Placebo1 Placebo 2 -
associado associado

Fig.06: Média de escala de aumento de salivagao durante o uso do produto.

Na espuma com concentragao de 0,5% o nivel médio da escala de ardéncia
durante o uso do produto foi de 4,6. Na concentracado de 0,5% associado a outros
Oleos essenciais o nivel médio foi de 7,5, na concentracéo de 0,25% a média foi de
4.5, no grupo placebo 1 a média foi de 0,0 e no placebo 2 foi de 0,3. A espuma
placebo 1 apresentou melhor média de ardéncia durante o uso do produto (Fig.07
e Tabela 02).

89 ’

'

95% Cl Escala_ardencia

. -~ 1

T

T T T T
1 2 3 ‘ 5

0,5% 0,5% 0,25%  Placebo1 Placebo 2 -

associado associado

Fig.07: Média de escala de ardéncia durante o uso do produto.
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Nenhum dos participantes apresentou dor, nausea ou outros aspectos
durante o uso do produto. Ndo houve diferenga estatisticamente significante entre
0s grupos do Oleo essencial e os placebos quanto a dorméncia durante o uso do
produto (Tabela 02).

Houve diferenga estatisticamente significante entre a refrescancia em todos
grupos contendo 6leo essencial de Lippia sidoide e o placebo 2 (Fig.08 e Tabela
02).

e

95% Cl Escala_refrescancia

L

T
s

T T T T
M > 3 4

0,5% 0,5% 0,25%  Placebo1l Placebo 2 -

associado associado

Fig.08: Pontuaca0 na escala de refrescancia durante o uso do produto.
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Tabela 02: Caracteristicas organolépticas avaliadas durante o uso das espumas contendo 6leo
essencial de Lippia sidoides cham. e dos placebos

Aumento de
salivagcao
Ardéncia

Dor
Dorméncia
Refrescancia

Naulsea

0,5% 0,5% 0,25% Placebo 1
(G1) associado associado (G4)
(G2) (G3)

6,9+392¢2 51+284 410+438 3,9+3,87

4,642,752 7,5+1,95° 4,5+4,03° 0,0+ 0,03b°
0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0
0,3+ 0,67 0,5+ 1,58 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0
6,1+ 2,882 6,9 +2,84° 54 +3,40° 2,9+341°
0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0

Letras minusculas indicam diferengas entre grupos, ANOVA p< 0,05

Placebo 2
(G9)

1,5+ 2,46

0,30+0,672¢
0,0+ 0,0
0,0+ 0,0
0,9+ 1,283bc
0,0+ 0,0

O grupo 1 apresentou melhor média de aumento de salivagéo apds o uso do

produto entre os grupos com 6leo essencial de Lippia sidoide (Fig.09). Houve

diferenca estatisticamente significante entre os grupos com 6leo essencial de Lippia

sidoides e o placebo 2 (Tabela 03).
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0,5% 0,5% 0,25%  Placebo 1 Placebo 2 -
associado associado

Fig.09: Média de escala de aumento de salivagdo apés o uso do produto.
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N&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos com oleo
essencial de Lippia sidoides e os placebos quanto a ardéncia ap6s o uso do produto
(p<0,05) (Fig.10 e Tabela 03).

e
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95% Cl Escala_ardencia

0 - ——

T T T T T
2 3 4 5

0,5% 0,5% 0,25% Placebo1 Placebo 2 -
associado associado

Fig.10: Média de escala de ardéncia apds o uso do produto.

Nenhum dos participantes apresentou dor ou nausea apos o0 uso do produto.
N&o houve diferencga estatisticamente significante entre os grupos do 6leo essencial
de Lippia sidoides e os placebos quanto a dorméncia apds o uso do produto. Um
paciente relatou azia apds o uso do produto com concentragdo de 0,5% (Tabela
03).

8-
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0,5% 0,5% 0,25%  Placebo 1l Placebo 2 -
associado associado

Fig.11: Média de escala de refrescancia apos o uso do produto.
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O grupo 1 apresentou melhor refrescancia apds o uso do produto (Fig. 11).
Houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos 1 e 2 e o grupo 5
(Tabela 03).

Tabela 03: Caracteristicas organolépticas ap6s o uso das espumas contendo 6leo essencial de
Lippia sidoides cham. e dos placebos

0,5% 0,5% 0,25% Placebo 1  Placebo 2
(G1) associado associado (G4) (G5)
(G2) (G3)

Aumento de 6,4+298 4,9+280° 6,0+2,66° 4,0+3,719 0,20+ 0,633bcd
salivagcao
Ardéncia 1,4 + 3,09 0,6 +1,89 0,6 +1,89 00+0,0 0,0+0,0
Dor 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 00+0,0 0,0+0,0
Dorméncia 0,2+0,42 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,94 0,0+0,0
Refrescancia 5,3 +3,33% 430+3,36° 350+283 2,10+3,31 0,4 +0,69%
Nausea 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 00+0,0 0,0+0,0

Letras minusculas indicam diferengas entre grupos, ANOVA p< 0,05

Na espuma com concentracdo de 0,5% associado houve redugéo
estatisticamente significante (p<0,05) da contagem de microorganismos (UFC/mL)
no meio de cultura BHI Agar. Enquanto que no grupo placebo 2 e na concentragdo
de 0,25% associado, houve aumento na contagem. (Tabela 04 e Fig.12)
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Antes
Depois

0,60000-1

0,40000+

0,20000

Media log

0,00000-]

i

0,5% 0,25% Placebo1l Placebo 2 -
associado associado

-0,20000

Fig.12: Diferenga das médias log de contagem de bactérias antes e depois no meio de cultura BHI

agar.

Tabela 04: Média das diferengas emparelhadas no meio de cultura BHI Agar

Diferengas emparelhadas no meio BHI Agar

Produto Diferenga das Desvio  Erro 95% Intervalo de t sig

médias log antes- padrdao  padrdao confianga da diferenga

depois UFC/mL Inferior Superior
0,5% (G1) 0,16 0,46 0,14 -0,162 0,499 1,14 0,280
0,5 0,28 0,32 0,10 0,491 0,513 2,74 0,023
associado
(G2)
0,25 -0,33 0,50 0,15 -0,689 0,026 - 0,066
associado 2,094
(G3)
Placebo 1 -0,21 0,44 0,14 -0,530 0,103 -1,52 0,162
(G4)
Placebo 2 -0,32 0,43 0,13 -0,640 -0,011 -2,34 0,044
(GS)
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Nas espumas com oOleo essencial de Lippia sidoides houve reducdo da

contagem de microorganismos (UFC/mL) no meio de cultura Sabouraud Agar, mas

nao foi estatisticamente significante (p<0,05). (Fig.13 e Tabela 05)

Media log
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Fig.13: Diferenga das médias log de contagem de bactérias antes e depois no meio de cultura

Sabouraud Agar
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Tabela 05: Média das diferencas emparelhadas no meio de cultura Sabouraud Agar

Diferengas emparelhadas no meio Sabouraud Agar

Produto Diferencadas  Desvio  Erro 95% Intervalo de t sig

médias log antes padrdo  padréo confianga da

— depois UFC/mL da média diferenca

Inferior ~ Superior

0,5% (G1) 0,28 0,64 0,20 -0,18 0,74 1,37 0,20
0,5 0,27 0,48 0,15 -0,06 0,62 1,81 0,10
associado
(G2)
0,25 0,01 0,48 0,15 -0,33 0,36 0,10 0,91
associado
(G3)
Placebo 1 -0,06 0,37 0,11 -0,33 0,20 -0,53 0,60
(G4)
Placebo 2 -0,14 0,49 0,15 -0,49 0,21 -0,90 0,39
(GS)

No grupo 1 e 2 houve redugéo da contagem de microorganismos (UFC/mL)
no meio de cultura Mitis Salivarius agar, mas nao foi estatisticamente significante
(p<0,05). (Tabela 06 e Fig.14)

Os resultados no meio de cultura Agar Sal Manitol ndo puderam ser

calculados, devido ao pouco crescimento em todos 0s grupos.
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Fig.14: Diferenga das médias log de contagem de bactérias antes e depois no meio de cultura

Mitis Salivarius Agar

Tabela 06: Média das diferengas emparelhadas no meio de cultura Mitis Salivarius agar

Diferencas emparelhadas no meio Mitis Salivarius agar

Produto Diferenga das Desvio Erro 95% Intervalo de t sig
meédias log padrdo padréoda confianga da
antes-depois média diferenca
UFC/mL Inferior ~ Superior
0,5% (G1) 0,22 0,79 0,25 -0,34 0,79 0,88 0,40
0,5 associado 0,31 0,50 0,16 -0,05 0,67 1,93 0,08
(G2)
0,25 associado -0,19 0,57 0,18 -0,60 0,22 -1,05 0,31
(G3)
Placebo 1 (G4) -0,03 0,41 0,13 -0,33 0,25 -0,27 0,79
Placebo 2 (G5) -0,18 0,29 0,09 -0,39 0,03 -1,94 0,08
DISCUSSAO

O uso do déleo essencial de Lippia sidoides (OELS) pode ser benéfico na

prevencao e tratamento da mucosite oral, visto que tem sabor e odor aceitaveis, €
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de facil aplicagéo, ndo é invasivo, ndo apresenta efeitos colaterais e € interessante
devido ao seu baixo custo. Um estudo realizado sobre a agao antibacteriana de
Oleos essenciais do Nordeste brasileiro evidenciou que OELS apresenta acao
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli; entretanto,
Pseudomonas aeruginosa mostrou resisténcia a agao deste 6leo essencial (Bertini
et al., 2005).

Ha poucos estudos na literatura sobre a eficacia das formulagbes de OELS
e nenhum deles avaliou sua formulacdo em espuma. Nesse estudo testamos a
formulagcdo em espuma nas concentragcdes de 0,5%, 0,5% e 0,25% associados a
outros Oleos essenciais. Quanto as caracteristicas organolépticas, a formulagéo do
tipo espuma apresentou boa aceitagdo pelos participantes, onde 100% relataram
que a espuma apresentava boa aparéncia e boa consisténcia. Consisténcia do
produto para pacientes com mucosite oral apresenta um papel importante, devido
ao conforto para aplicagdo nas ulceragdes que sao geralmente dolorosas nesses
pacientes.

Pacientes submetidos a radioterapia apresentam reducédo do fluxo salivar
como efeito adverso. Estudos apontam que uma diminui¢ao na taxa de fluxo salivar
€ um fator que aumenta o risco de mucosite oral (Eslami et al.,, 2016). A
concentracdo de 0,5% apresentou melhor resultado de aumento de salivagcéo
durante e apds o uso do produto. A reducéo do fluxo salivar leva ao desconforto,
disfagia, dificuldade na degluticdo, na mastigacéo e fala, disgeusia, aumento do
risco de carie dentaria e mudangas na microbiologia bucal (Jellema et al., 2001).
Dessa forma, um aumento de salivagao nesses pacientes pode minimizar os danos
causados pela mucosite oral, aliviar todas essas queixas e melhor a qualidade de
vida. Nenhum estudo clinico atualmente presente na literatura avaliou o aumento

de salivacao associado com o OELS.

Pacientes com mucosite oral apresentam maior risco a infec¢des sistémicas,
principalmente pacientes imunocomprometidos, devido as ulceragdes que causam
ruptura da integridade da barreira epitelial, podendo levar a descontinuagdo no
tratamento oncologico (Al-Ansari et al., 2015). Assim, € necessario o uso de
substancias antimicrobianas com finalidade de evitar infecgdes. A espuma
contendo o Oleo essencial de Lippia sidoides Cham. apresentou atividade
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antimicrobiana, ap6s uma aplicagao do produto, melhor resultado foi observado na

concentracio de 0,5% associado aos outros 6leos essenciais.

Poucos estudos clinicos s&o relatados na literatura avaliando atividade
antibacteriana e antifungica utilizando 6leo essencial de Lippia sidoides Cham. em
humanos e nenhum deles utiliza a formulagdo em espuma e nao faz em associagao
do OELS com outros 6leos essenciais (Botelho et al., 2009; Lobo et al., 2011; Lobo
et al., 2014). Lobo et al. avaliaram 81 criangas utilizando o OELS nas formulag¢des
de: creme dental a 1.4%, gel a 1.4% e colutério a 0.8%, concluindo que houve
diferenca nos niveis Streptococcus mutans medidos em diferentes dias do
tratamento apenas para o creme dental. Ndo ha relatos na literatura de estudos

utilizando a formulagdo de espuma com OELS (Lobo et al.; 2014).

Lobo et al, utilizaram as concentragcées de 0.8%, 1%, 1.2% e 1.4% na
formulacdo em gel aplicando por 04 minutos e 0.6%, 0.8%, 1% e 1.2% na
formulagao de colutoério aplicando por 01 minuto. Como resultado, obteve-se que a
melhor concentracao de Lippia sidoides Cham. para testes in vivo foi de 0,8% para
formulacdo de colutorio e 1,4% para gel, concluindo que OELS foi potencialmente
eficaz na sua ag&o antimicrobiana contra Streptococcus mutans (Lobo et al., 2011).
No nosso estudo encontramos ag&o antimicrobiana estatisticamente significante na
concentragdo de 0,5% associado com Cymbopogon citratus e Citrus limon,

diminuindo assim sua concentragcéo e assim o custo da fabricagdo do produto.

Outro estudo foi realizado utilizando enxaguatério bucal contendo o 6leo
essencial de Lippia sidoides com concentracdo de 1% durante 07 dias. Foi
observado que um ciclo de tratamento de 7 dias reduziu significativamente a
contagem de Streptococcus mutans e os indices periodontais, porém 44% dos
pacientes apresentaram sensacao de queimacgao, 22% apresentaram alteragao do
paladar, 01 paciente apresentou descamacdo da mucosa e 02 pacientes
apresentaram nauseas. Foi observado nesse estudo que a maior concentragcio
dos 6leos essenciais esta associada a uma sensacao de ardéncia durante e apos
0 uso do produto, entdo quanto menor a concentragao utilizada, capaz de manter
sua acao antimicrobiana, melhor sera a aceitagao pelo paciente. Nao houve relatos
de nausea durante e apos o uso do produto em nenhuma das concentragdes. Foi
demonstrado que a concentracéo de 0,5% associado apresentou um bom resultado
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antimicrobiano, apresentando, porém, sensacdo de ardéncia transitoria. Essa
sensacao pode estar relacionada com os componentes do 6leo essencial Timol e
Cavacrol (Botelho et al., 2009).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo, péde concluir que a
formulacdo de espuma contendo Lippia sidoides Cham. apresentou uma boa
aceitacdo de aparéncia e consisténcia. A concentragcdo de 0,5% associado
apresentou reducgéo de bactérias de forma estatisticamente significante apds uma

unica aplicagao do produto por um minuto.

Futuros estudos prospectivos de longo prazo com uma amostra maior e com
um tempo de utilizagdo maior estdo sendo planejados para confirmar esses
achados. Esses resultados podem ter um impacto importante no desenvolvimento
de terapéutica eficaz e economicamente viavel, visando contribuir para uma melhor

saude bucal em pacientes com mucosite e hipossalivagao.
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3. CAPITULO 2

O manuscrito a seguir intitulado “Avaliagdao de seguranca de espuma
contendo 6leos essenciais com potencial para prevengao e tratamento da
mucosite oral — Estudo clinico de fase I” sera submetido para publicagdo no
periodico “Archives of Oral Biology” Qualis A2, ISSN 0003-9969.
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RESUMO:

Objetivo: Esse trabalho teve como objetivo realizar um estudo clinico de fase |,
avaliando a citotoxicidade de uma espuma contendo 6leo essencial de Lippia
sidoides Cham., Cymbopogon citratus e Citrus limon e fortalecer a préxima etapa,
um estudo de fase Il utilizando a formulagdo para prevengédo e tratamento em
pacientes portadores de mucosite oral. Materiais e métodos: E um ensaio clinico,
randomizado, intervencionista envolvendo 50 individuos saudaveis que foram
submetidos a utilizagdo do produto teste a base de Lippia sidoides Cham. nas
concentragdes de 0,5% (G1), 0,5% associado com OEs de Cymbopogon citratus
0,3% + Citrus limon 0,1% (G2), 0,25% associado com OEs de Cymbopogon citratus
0,2% + Citrus limon 0,2% (G3), placebo com excipientes sem oleos essenciais (G4)
e placebo com excipientes + oOleo essencial de Cymbopogon citratus + Oleo
essencial de Citrus limon (G5). Foi realizada citologia exfoliativa antes e depois do
uso do produto, com coloragao de Papanicolau e coloragao acido peridédico-Schiff
(PAS) para avaliagao de alteragdes celulares.Resultados: Apds o uso da espuma
na concentragéo de 0,5%, os esfregagos avaliados apresentaram a alterag&o halo
perinuclear estatisticamente significante (p< 0,05). A concentracdo de 0,5%
associado e 0,25% n&o apresentaram alteragdes celulares apds o uso.
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Conclusao: Esses resultados podem ter um impacto importante no
desenvolvimento de terapéutica eficaz, segura e de baixo custo na saude bucal em

pacientes com mucosite.

Palavras-chave: Mucosite; Xerostomia; Lippia; Testes de Toxicidade
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ABSTRACT

Objective: To conduct a phase | clinical study, evaluating the cytotoxicity of a foam
containing essential oil of Lippia sidoides, Cymbopogon citratus and Citrus limon
and to strengthen the next step, a phase |l study using the formulation for prevention
and treatment in patients with oral mucositis. Design: It is a randomized,
interventional, clinical trial involving 50 healthy individuals who underwent the use
of the test product based on Lippia sidoides Cham. at 0.5% (G1), 0.5% associated
with essential oil of Cymbopogon citratus 0.3% + Citrus limon 0.1% (G2), 0.25%
associated with essential oils of Cymbopogon citratus 0.2% + Citrus limon 0.2%
(G3), placebo with excipients without essential oils (G4) and placebo with excipients
+ essential oils of Cymbopogon citratus + Citrus limon (G5). Exfoliative cytology was
performed before and after the use of the product, with Papanicolau staining and
periodic acid-Schiff staining (PAS) to evaluate cellular alterations. Results: After the
use of the foam at 0.5% concentration, the smears evaluated presented to a
statistically significant perinuclear halo change (p <0.05). The concentration of 0.5%
associated and 0.25% did not show cellular alterations after the use. Conclusion:
These results may have a significant impact on the development of effective, safe

and low cost oral health therapy in patients with mucositis.

Keywords: Mucositis; Xerostomia; Lippia; Toxicity Tests.
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INTRODUGAO

Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos volateis, que
podem ser isolados de partes anatdmicas distintas das plantas aromaticas, que
mostraram ter beneficios como atividade antibacteriana, anti-inflamatéria, antiviral,
anticarcinocinogenico e antioxidante (Bassolé & Juliani, 2012; Shaaban et al., 2012;
Dima et al., 2015).

Entre eles temos Cymbopogon citratus, Lippia sidoides Cham. e Citrus limon.
O C. citratus, também conhecido como Capim-lim&o, € uma das principais plantas
medicinais e aromaticas cultivadas na Argélia (Boukhatem et al., 2014), que vem
sendo utilizada no tratamento de diversas patologias devido a sua propriedade
antibacteriana, antifungica, analgésica, anti-séptica, antitussigena e anti-reumatica.
(Silva et al., 2008; Shah et al., 2011; Boukhatem et al., 2014)

Ja a Lippia sidoides Cham., também conhecida como "Alecrim-pimenta", é
uma planta nativa da regido norte do estado de Minas Gerais e nordeste do Brasil.
Estudos mostraram que esse OE possui acdo anti-inflamatodria, antioxidante,
antifungica e antibacteriana (Botelho et al., 2007; Fontenelle et al., 2007; Vazquez-
Sanchez et al.,, 2018). Essa ag&do antimicrobiana acontece devido ao seu 6leo
essencial ser rico em carvacrol e timol, que tém uma potente atividade

antimicrobiana contra fungos e bactérias (Botelho et al., 2007).

O Citrus limon € uma planta do norte e nordeste brasileiro, mais conhecido
como “Limoeiro”, utilizado na medicina popular como hipolipemiantes, no
tratamento de doengas cardiovasculares, doengas neuroldgicas, obesidade,
diabetes e alguns tipos de cancer, além da sua agéo antibacteriana. (Naim et al.,
2012; Oboh et al., 2015; Avcioglu et al., 2016; Cirmi et al., 2017)

O efeito protetor de produtos naturais, como os OEs, contra o efeito citotdxico
causado por radioterapia e quimioterapia é provavelmente uma das estratégias
preventivas mais promissoras em pacientes durante a terapia (Aghamohamamdi et
al., 2015). Mucosite oral (MO) é um efeito adverso citotoxico desse tratamento em
pacientes com cancer, tendo como caracteristica eritema, erosdo e ulcera da
mucosa oral (Al-Ansari et al., 2015; Prats et al., 2017). Essas ulcera¢des sao
dolorosas, consequentemente, prejudicam na nutrigdo devido a dificuldade de
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degluticdo e também na qualidade de vida, necessitando assim de terapias anti-
inflamatorias e analgésicas (Cheng et al., 2010; Koizumi et al., 2017; Tancharoen
et al., 2018). Ainda n&o existe um método definido para a prevencéo e tratamento
da MO (Stokman et al., 2006), sendo necessario estabelecer um protocoloco deve
utilizando novas terapias para melhorar a qualidade de vida desses pacientes.

A utilizagao de novos medicamentos deve ser avaliada e sua pesquisa deve
seqguir padrbes para garantir a seguranga aos usuarios, seguindo algumas fases. O
estudo clinico de fase | € realizado com 20 a 100 voluntarios saudaveis e tem como
objetivo identificar a curto prazo, qualquer sinal de alteragdo, fornecendo
informagdes sobre seguranga, tolerabilidade, farmacocinética e, por vezes, eficacia
e propor esquemas posoldgicos a serem levado para a fase confirmatoria (Fase 1)
(Decullier et al., 2009; Antman et al., 2012). Esse trabalho tem como objetivo
realizar um estudo clinico de fase |, avaliando a citotoxicidade de uma espuma
contendo dleo essencial de Lippia sidoides, Cymbopogon citratus e Citrus limon e
fortalecer a proxima etapa, um estudo de fase Il utilizando a formulagédo para

prevencao e tratamento em pacientes portadores de MO.

MATERIAIS E METODOS
1. Consideracdes Eticas

O presente estudo foi submetido do Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal da Paraiba e protocolo CAAE
83179618.8.0000.5188.

2. Descricao do estudo

Trata-se de um ensaio clinico, duplo-cego, randomizado, intervencionista,
envolvendo individuos saudaveis. A populagdo do estudo foi composta de 50
individuos divididos em 5 grupos, que foram submetidos a utilizacdo do produto
teste a base de L. sidoides Cham. nas concentragbes de 0,5% (G1), 0,5%
associado oleo essencial de Cymbopogon citratus 0,3% + 6leo essencial de Citrus
limon 0,1% (G2), 0,25% associado 6leo essencial de Cymbopogon citratus 0,2% +

Oleo essencial de Citrus limon 0,2% (G3), além do grupo onde os individuos
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receberdo o placebo excipientes sem 6leos essenciais (G4) e placebo excipientes

+ Oleo essencial de Cymbopogon citratus + 6leo essencial de Citrus limon (G5).

3. Calculo amostral

Calculo amostral
K

n por grupo

N geral

GLiberd SSB
GLiberd SSW
significancia

ME f esperada

F significancia

F sig probabilidade
lambda

\",

Z poder

PODER
probabilidade

10
50

4

45
0,05

0,591607

2,578739184
0,05
17,49994212
45

1,32987181

0,908219745

Utilizando o teste ANOVA, onde k s&o os 5 grupos estudados (concentragdes

de 0,5%, 0,5% associado, 0,25% associado, além dos dois grupos placebos),

utilizando 50 pacientes, com 10 voluntarios em cada grupo, obtivemos o poder de

90%.

4. Critérios de inclusao

a. Voluntarios saudaveis;

b. Voluntarios maiores de 18 anos;
c. Voluntarios que desejavam participar do estudo.
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5. Critérios de exclusao

a. Voluntarios com alteragdes sistémicas;

b. Voluntarios com hipossalivagao;

o

Voluntarios com alergia aos 6leos essenciais Lippia sidoides Cham.,
Cymbopogon citratus e Citrus limon;

Voluntarias gravidas ou lactantes;

Voluntarios fumantes;

Voluntarios apresentando lesbes em cavidade oral,

@ ™ 0o o

Voluntarios que n&o desejavam participar do estudo.
6. Desenvolvimento da espuma

A metodologia de desenvolvimento da espuma seguira a patente de processo
de n° BR 10 2018 016386 8, datada de 22/07/2018

7. Citologia exfoliativa e coloragao

Os participantes do estudo foram alocados nos grupos por sorteio, foi realizado
a citologia exfoliativa antes e apds 30 minutos da utilizagdo dos produtos. A
aplicagao do produto e as coletas foram realizadas no Consultério Odontolégico do
Laboratério de Biologia bucal (LABIAL/UFPB). Foram aplicados a espuma em um

recipiente de 10mL padronizado, em toda a mucosa jugal do paciente.

Para a analise citomorfolégica, foi realizada a coleta do esfregago da mucosa
bucal, onde cada participante foi instruido a lavar a boca com agua destilada e a
mucosa bucal foi seca com gaze estéril para remover detritos superficiais e excesso
de saliva. Os esfregagos foram obtidos da mucosa bucal clinicamente saudavel dos
voluntarios, usando o método de esfoliagdo mecanica. Neste procedimento, uma
espatula de madeira com ponta estendida e umedecida em agua destilada foi
introduzida na boca dos participantes sob visao direta e, em seguida, a espatula foi
girada na superficie da area da mucosa bucal selecionada sob pressao por 2 a 3

vezes.

As raspagens obtidas foram transferidas para laminas de vidro limpas e secas
previamente rotuladas com o numero de referéncia do participante e do grupo

experimental. Cada raspagem foi colocada no meio da lamina, espalhando por toda
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a area, formando uma camada fina e uniforme para evitar aglomeragéo de células.
As laminas foram imediatamente fixadas usando alcool etilico 95%. Todos os
esfregacos preparados foram corados com Papanicolaou e coloracdo de PAS
usando os protocolos de rotina.

8. Procedimento de coloracao de Papanicolaou

Esfregagos foram mergulhados em agua destilada. Em seguida, colocados na
solugdo de Hematoxilina e depois na agua destilada durante 3 minutos cada. As
laminas foram lavadas em graus crescentes de alcool durante 2 minutos cada. Em
seguida, a solugao de Orange G foi aplicada por 3 minutos seguidos por alcool
95%. Apds esses procedimentos, a solugao de Eosina Azure foi aplicada por 3

minutos.
9. Procedimento de coloragio de Acido Periédico de Schiff (PAS)

Os esfregacos foram lavados em agua destilada, tratados com solug&o de acido
Periodico (1g diluido em 100 mL de agua destilada) durante 5 minutos em seguida
mergulhados em agua destilada. A seguir, os esfregagos foram cobertos com
Reagente de Schiff (Fucsina basica: 1g dissolvido em 100 mL de agua destilada e
entdo aquecido a 50°C e depois filtrado, adicionado 2g de Metabissulfito de sodio
+ 2mL de HCI concentrado) e armazenados durante a noite em um ambiente escuro
a temperatura ambiente. No outro dia, foi adicionado 0,3g de Carvao ativado,
agitado por um minuto e filtrado por 15 minutos, lavados em agua corrente por 5 a
10 minutos e em seguida, contra-corado com solugdo de Hematoxilina por
aproximadamente 15 segundos. Todos os esfregagos preparados com PAS e
Papanicolaou foram enxaguados em concentra¢des crescentes de alcool (70, 80,
95 e 100%).

10. Avaliagao das laminas

Para padronizar a avaliagdo citomorfologica, os esfregagos corados foram
fotografados por uma camera acoplada sob um microscopio de luz comum por um
patologista. As laminas foram examinadas microscopicamente de maneira
escalonada. Foram realizadas 25 fotos de cada lamina, totalizando 5000 fotos.
Foram selecionadas 50 células desdobradas, de cada lamina, definidas com
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coloracdo adequada por amostragem sistematica, movendo o estagio do
microscopio da esquerda para a direita seguido para baixo para evitar a repeticao
de células de diferentes campos em um aumento de 40x. Aglomerados celulares
com detalhes indefinidos foram omitidos da contagem. Foram relatadas alterac¢des
nucleares como células discariéticas, aumento nuclear com ou sem hipercromasia,
cromatina nuclear irregular, aumento da relagédo nucleo/citoplasma, binucleag&o ou
multinucleacgdo, fragmentagao nuclear, micronucleo e halo perinuclear e alteragées
nos citoplasmas como presenca de glicogénio citoplasmatico e vacuolizagdo
citoplasmatica.

11. Analise estatistica

As comparagdes entre as analises do esfregago antes e depois do uso do
produto foram feitas usando o teste Q de Cochran (dados dicotémicos). Em todos
0s casos, o nivel de significancia foi fixado em 0,05 (5%), sendo considerado
estatisticamente significativo p menor que 0,05. Os dados foram analisados
utilizando o software SPSS 22.

RESULTADOS

Apoés o uso da espuma na concentragao de 0,5%, os esfregagos avaliados
apresentaram aumento nuclear, aumento da relagdo nucleo/citoplasma,
binucleagdo ou multinucleagéo, fragmentacao nuclear, halo perinuclear, vacuolos
citoplasmaticos e presengca de glicogénio citoplasmatico, porém nao foram
alteragdes estatisticamente significativas comparadas com antes do uso da
espuma. Ja a alteracdo nucleos picnéticos foi estatisticamente significante (p<
0,05). Nao apresentou discariose e cromatina irregular (Tabela 07).
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Tabela 07: Distribuigao das alteragdes citomorfolégicas entre antes e depois do uso da espuma na
concentracao de 0,5%.

Alteracoes Antes* Depois * Sig
celulares
Discariose
Aumento nuclear 1 1 1,000
Cromatina
irregular
Aumento da 2 4 0,157
relagao
nucleo/citoplasma
Binucleacao ou 9 10 0,317
multinucleagao
Fragmentacao 1 3 0,157
nuclear
Nucleos 1 8 0,008**
picnoéticos
Halo perinuclear 2 2 1,000
Vacuolos 6 4 0,157
citoplasmaticos
Glicogénio 9 10 0,317

citoplasmatico
*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 séo
considerados estatisticamente significativos

Ap06s o uso da espuma com concentragao de 0,5% associado, os esfregacos
avaliados apresentaram cromatina irregular, aumento da relag&o
nucleo/citoplasma, binucleacdo ou multinucleagédo, fragmentagdo nuclear, halo
perinuclear, vacuolos citoplasmaticos e presenca de glicogénio citoplasmatico,
porém nao foram alteragdes estatisticamente significativas comparadas com antes
do uso da espuma. Nao apresentou discariose, aumento nuclear e nucleo picnético
(Tabela 08).
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Tabela 08: Distribuigao das alteragbes citomorfolégicas entre antes e depois do uso da espuma na
concentracdo de 0,5% associado.

Alteracoes Antes* Depois* Sig
celulares
Discariose 0 0 -
Aumento nuclear 0 0 -
Cromatina 1 2 0,564
irregular
Aumento da 1 2 0,564
relagao
nucleo/citoplasma
Binucleagao ou 6 6 1,000
multinucleagao
Fragmentacao 1 1 1,000
nuclear
Nucleos 3 0 0,083
picnoéticos
Halo perinuclear 1 1 1,000
Vacuolos 3 4 0,564
citoplasmaticos
Glicogénio 10 10 1,000

citoplasmatico
*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 séo
considerados estatisticamente significativos

Ap0Gs o uso da espuma na concentragao de 0,25% associado, os esfregacos
apresentaram aumento nuclear, aumento da relagdo nucleo/citoplasma,
binucleagdo ou multinucleagdo, fragmentagdo nuclear, nucleos picndéticos,
vacuolos citoplasmaticos e presencga de glicogénio citoplasmatico, porém nao
foram alteragbes estatisticamente significativas comparadas com antes do uso da
espuma. Ja a alteragao halo perinuclear foi estatisticamente significante (p< 0,05),
porém essas alteracdes foram maiores antes do que apds o uso. Nao apresentou
discariose e cromatina irregular (Tabela 09).
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Tabela 09: Distribuigao das alteragbes citomorfolégicas entre antes e depois do uso da espuma na
concentracdo de 0,25% associado.

Alteracoes Antes* Depois * Sig
celulares
Discariose 0 -
Aumento nuclear 0 1 0,317
Cromatina 0 -
irregular
Aumento da 4 4 1,000
relagao
nucleo/citoplasma
Binucleagao ou 6 6 1,000
multinucleagao
Fragmentacao 2 1 0,157
nuclear
Ntcleos 5 4 0,564
picnoéticos
Halo perinuclear 6 2 0,046**
Vacuolos 4 4 1,000
citoplasmaticos
Glicogénio 6 5 0,564

citoplasmatico
*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 séo
considerados estatisticamente significativos

No placebo 01, os esfregacos avaliados apresentaram aumento da relagao
nucleo/citoplasma, binucleacdo ou multinucleagédo, fragmentagdo nuclear, halo
perinuclear, vacuolos citoplasmaticos e presenca de glicogénio citoplasmatico,
porém n&o foram alteracbes estatisticamente significativas comparadas com o
antes do uso da espuma. Nao apresentou discariose, aumento nuclear, cromatina

irregular e nucleos picnéticos (Tabela 10).
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Tabela 10: Distribuigao das alteragbes citomorfolégicas entre antes e depois do uso da espuma na

concentracao do placebo 01.

Alteracoes
celulares
Discariose
Aumento nuclear
Cromatina
irregular
Aumento da
relagao
nucleo/citoplasma
Binucleagao ou
multinucleagao
Fragmentacao
nuclear
Ntcleos
picnoéticos
Halo perinuclear
Vacuolos
citoplasmaticos
Glicogénio
citoplasmatico

*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 séo
considerados estatisticamente significativos

Antes *

o O o

0
5

10

Depois *

0
0
0

o) =

10

Sig

0,317

1,000
1,000
0,157

0,317
0,564

1,000

No placebo 02, os esfregagos avaliados apresentaram fragmentagao

nuclear, vacuolos citoplasmaticos e presenga de glicogénio citoplasmatico, porém

nao foram alteragdes estatisticamente significativas comparadas com antes do uso

da espuma. Ja a alteragdo binucleagdo ou multinucleacdo e glicogénio

citoplasmatico foi estatisticamente significante, pérem as alteragbes foram mais

presentes antes do uso da espuma. Nao apresentou discariose, aumento nuclear,

cromatina irregular e nucleos picnoticos (Tabela 11).
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Tabela 11: Distribuigao das alteragbes citomorfolégicas entre antes e depois do uso da espuma na
concentragéo do placebo 02.

Alteragoes celulares na concentragao de Placebo 02

Alteragoes Antes* Depois* Sig
celulares
Discariose 0 0
Aumento nuclear 0 0 -
Cromatina 0 0
irregular
Aumento da 0 0 -
relagao
nucleo/citoplasma
Binucleagao ou 6 2 0,046*
multinucleagao
Fragmentacao 1 2 0,317
nuclear
Ntcleos 1 0 0,317
picnoéticos
Halo perinuclear 0 0
Vacuolos 2 2 1,000
citoplasmaticos
Glicogénio 5 1 0,046**
citoplasmatico
*Dados coletados a partir de 500 fotos por grupo (antes e depois) **Valores de p< 0,05 séo
considerados estatisticamente significativos
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Fig.15: Alteracdes celulares avaliadas em aumento de 40x nas coloragdes Papanicolau e Acido
periodico-Schiff (PAS). A) Aumento nuclear; B) Cromatina irregular; C) Aumento da relagédo
nucleo/citoplasma; D) Multinucleagdo; E) Fragmentagao nuclear; F) Nucleos picnéticos; G) Halo
perinuclear; H) Vacuolos citoplasmaticos; 1) PAS negativo (Auséncia de glicogénio citoplasmatico);

J) PAS positivo (Presenga de glicogénio citoplasmatico).
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DISCUSSAO

O presente estudo se caracteriza por ser um ensaio clinico de fase |, baseado
no estudo de Salih et al., 2018 com modificagbes. As alteragées no protocolo
original foram incluidas em fun¢do da diferenga de objetivos entre esses estudos.
A principal alteragédo do protocolo orginal se refere ao fato de estarmos avaliando
um produto, enquanto no protocolo anterior a investigagcédo tinha como objeto de
estudos alteracdes celulares em mucosa oral de pacientes portadores de diabetes.
Diante do exposto, as observacgdes de alteracdes celulares se mostraram mais
desafiadoras, uma vez que as laminas apresentavam na maioria das vezes com
padrao de normalidade.

Em adigdo ao exposto, uma dificuldade na preparacdo do protocolo foi a
auséncia de protocolos similares e o desconhecimento do grupo de pesquisa
quanto as possiveis alteracdes celulares advindas da exposicdo de mucosa oral
aos oleos essenciais.

E conhecido que os dleos essenciais apresentam propriedades antifingicas,
antioxidantes, antibiofilme, mostraram baixa toxicidade para células humanas
normais (Stringaro et al., 2018). Estudos sobre a citotoxicidade in vivo em produtos
de prevencéao e tratamento para mucosite e com 6leo essencial de Lippia sidoides
sdo raros na literatura.

Varias intervengbes como anestésicos topicos, antimicrobianos, analgésicos,
laserterapia e principalmente medidas de higiene oral utilizando diversos colutérios
sdo preconizados no tratamento da mucosite (Saunders et al., 2013; Saito et al.,
2014; Soares et al., 2018).

Estudos relatam que o uso da clorexidina (CHX) em pacientes em tratamento
quimioterapico nao fornecem beneficio clinico, podendo elevar o numero de lesdes
de mucosite oral (Pitten et al., 2003). Outro estudo relata que a CHX é altamente
citotéxica, causando morte celular pro-apoptética e pro-necrética, em diferentes
tipos de células in vitro, sugerindo que a aplicagao direta da CHX pode ter sérios
efeitos toxicos sobre os fibroblastos gengivais, células endoteliais e, especialmente,
nos osteoblastos alveolares, interferindo negativamente na fase inicial de

cicatrizagao de doengas bucais. (Giannelli et al., 2008)
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Outras substancias utilizadas como agente antimicrobiano em colutorios e
cremes dentais s&o o Triclosan e o Lauril sulfato de sodio (Babich & Babich 1997),
porém as preocupagdes quanto a seguranga biolégica do Triclosan, devido ao seu
potencial de toxicidade e efeitos colaterais aumentaram. Alguns estudos indicam
que essa substéncia é fisiologicamente prejudicial a saude reprodutiva em
humanos e animais (Wang et al., 2015; Han et al., 2016). Estudo realizado com
camundongos, evidenciou que os animais expostos ao Triclosan aumentaram

acentuadamente a sua susceptibilidade aos tumores hepaticos (Yueh et al., 2014).

Ja a substancia Lauril sulfato de sddio apresenta relatos associando seu uso a
descamacao da mucosa oral, leucoedema e reac¢des no dorso da lingual (Herlofson
& Barkvoll, 1993; Macdonald, Tobin & Hurley, 2016; Brown, Smith & Glascoe,
2018). Assim € interessante a busca por uma nova substancia que nao seja
citotoxica para utilizagdo. Este artigo apresenta os dados de um estudo clinico em
que um agente fitofarmacéutico em formulagdo de espuma foi desenvolvido para a

prevencao e tratamento em pacientes com mucosite oral.

Foram utilizadas nesse estudo as coloragdes de Papanicolaou e coloragao de
PAS. O acido periédico de Schiff & tipicamente usado em histoquimica e
citoquimica para verificar a presenca de glicogénio. O presente estudo mostrou que
nao ha diferenca estatisticamente significante entre a presencga de glicogénio antes
e apos o uso do produto, somente no grupo Placebo 02, porém essa alteragéo
celular foi maior antes do uso da espuma.

O uso topico da formulagdo em espuma contendo Lippia sidoides, Cymbopogon
citratus e Citrus limon em individuos saudaveis foi citologico e clinicamente seguro
nas concentracdes de 0,5% associado e 0,25% associado testadas. Somente a
concentracdo de 0,5% apresentou alteracdo nucleo picnéticos estatisticamente
significante, que é indicativo de morte celular (efeito citotoxico) (Naderi & Pasha,
2017; Brina et al., 2018). As alteragdes celulares presentes podem ser interpretadas
como irrelevantes devido a esse numero em algumas concentragdes serem
superiores antes do uso do produto do que apés.

O uso da formulacdo em espuma contendo Lippia sidoides, Cymbopogon
citratus e Citrus limon em individuos saudaveis foi citolégico e clinicamente seguro

nas concentracbes de 0,5% associado e 0,25% associado testadas. Esses
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resultados podem ter um impacto importante no desenvolvimento de terapéutica
segura e economicamente viavel na saude oral em pacientes com mucosite.
Estudos de fase Il e fase Ill devem ser realizados com finalidade de verificar a
eficacia na prevencédo e tratamento de mucosite oral, utilizando as concentra¢des
de 0,5% associado e 0,25%, que se mostraram seguros, sem causar alteragdes
celulares. Futuros estudos prospectivos de longo prazo com uma amostra maior e
com um tempo de utilizagdo maior estdo sendo planejados para confirmar esses

achados.

CONCLUSAO

O uso topico da formulacdo em espuma contendo Lippia sidoides,
Cymbopogon citratus e Citrus limon em individuos saudaveis foi citoldgico e
clinicamente seguro nas concentragdes de 0,5% associado e 0,25% associado

testadas.
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4.CONSIDERAGOES GERAIS

Para o tratamento da mucosite, varias intervencdes como anestésicos topicos,
antimicrobianos, analgésicos, laserterapia e principalmente medidas de hiene oral
utilizando diversos colutérios sdo preconizados (Saunders et al., 2013; Saito et al.,
2014; Soares et al., 2018). Colutérios como a clorexidina s&o utilizadas, porém
estudos relatam que o uso dessa substdncia em pacientes em tratamento
quimioterapico pode elevar o numero de lesbes de mucosite oral e também e
citotoxica (Pitten et al., 2003; Giannelli et al., 2008).

A espuma contendo o 6leo essencial de Lippia sidoides apresentou atividade
antimicrobiana, tendo como melhor resultado a concentragao de 0,5% associado
aos outros oOleos essenciais, podendo ser recomendada para pacientes com
mucosite oral, ja que esses apresentam maior risco a infecgdes sistémicas, devido
a serem pacientes imunocomprometidos e as ulceragdes que causam ruptura da

integridade da barreira epitelial (Al-Ansari et al., 2015).

O uso do dleo essencial de Lippia sidoides pode ser benéfico na prevengao
e tratamento da mucosite oral, a espuma apresentou sabor e odor aceitaveis, € de
facil aplicagéo, ndo é invasivo, ndo apresenta efeitos adversos e € interessante

devido ao seu baixo custo.

Pacientes submetidos a radioterapia apresentam xerostomia como efeito
adverso. Estudos apontam que uma diminuicdo na taxa de fluxo salivar é um fator
que aumenta o risco de mucosite oral (Eslami et al., 2016). A concentracéo de 0,5%
apresentou melhor resultado de aumento de salivagdo durante e apdés o uso do
produto. Dessa forma, um aumento de salivagao nesses pacientes pode minimizar
os danos causados pela mucosite oral, aliviar todas essas queixas e melhorar a

qualidade de vida.

Esses resultados podem ter um impacto importante no desenvolvimento de
terapéutica eficaz, segura e barata na saude oral em pacientes com mucosite e

xerostomia.
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5.CONCLUSAO

A formulacdo de espuma apresentou uma boa aceitacdo de aparéncia e
consisténcia nos pacientes, sendo importante para os pacientes com mucosite.

A concentracdo de 0,5% associado apresentou redugdo de bactérias
estatisticamente significante apds uma aplicagdo do produto por 01 minuto.

O uso da formulagdo em espuma contendo Lippia sidoides, Cymbopogon
citratus e Citrus limon em individuos saudaveis foi citologico e clinicamente seguro

nas concentracdes de 0,5% associado e 0,25% associado testadas.
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ESSENCIAL DE L. SIDOKDES . PARA PREVENCAO E TRATAMENTO DE

MUCOSITE ORAL.
Pesquisador: ALESSANDRA ESTEVAM DOS SANTOS
Asrea Tematica:
Versdo: 4
CAAE: B31796188.0000.5182
ssuicio Proponente: Centro De Cilndias da Sadde
Patrocinader Principal: Financiamento Préprio

Namero do Parecer: 2.839.183

Agresentaglo do Projeto:

Projeto de doutorado apresentado ao Programa de Pés-graduacho em Desenvalvimentio ¢ inovagio
Tecnoldgica em Medicamenios. Area de concentragio: Desenvolvimento de produios € processos da aluna
ALESSANDRA ESTEVAM DOE SANTOS com a orientagdo do Prof. Dr. Fabio Correla Sampaio.
Objetive da Pesquisa:

Otjetivo Geral Desemsaiver @ avallar in vivo ¢ in vivo a eficdola das microcd psulas, comendo dled essencial
de Lippia sidcides Cham. nd manejo terapduioo da mucosie ol radioinduzica em graus 2 ¢ 3 (OMS).
Otjetves Especifcos:

Extrair 0 Gheo essencial de L. sidoides Cham. Avaliar a relagso concentragldo de timol X periodo de coleta,
ararels de um esiudo de sazonalidade.

Micreencapsular 0 OELs @ incorporar em uma forma farmaciutica parn manejo teraputico da mucoste oral
masicindaida

Realzar testes pré-dinicos ¢ verficar a establidade do dkeo essencial de L. sidoides Cham., do groduto
ntermediano microencapsuado ¢ do produto final.

Verificar atividade antfingica e andimicrobiana do dleo essencial de L. sidoides Cham., do produto
intermedidnio micreencapsulado ¢ do produto final.

Realizar endaio clinico randomizado para avalaclo da eficida weraplutica em pacientes poriadones
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de mucosite oral graus 2 ¢ 3 {OMS) radicinduzidas.
Avaliar comparativamente 0 uso de kseres de baba potingia com 0 oo GBS0 N0 Manejo da Mucosie
orad radicinduzica.

Avaliagio dos Riscos ¢ Baneficios:

Riscos: ESpera-oe que 06 rscos sejam minimos, Uma vez que 05 testes de todcidade eSS0 de acordo com
0 recomendado parn seguranca do padente. Para coketa da saliva, 0 voluntdnio pode se sentr consyangido
em cuspir diante do pesquisador. Quanto & UIiZaQdo do produto, Pode OCOMer em alguns Casds, ardincia
elou aumenio da salivagho.

Beneficios: Mehorm signilicativa do quadro clinico.

Comentdrios @ Consideragdes sobwe a Pesquisa:

Trata-se de um estudo descritivo dinico, randomizado intervendionista, longitudinal e microscopico
erwolvendo individucs Submetidos @ MRiamentd rRAdoieRpco oindco-ackal exclsivo no Hospitad Napoledo
Laureano, em Joko Pessoa - PE. A populagSo do esiudo serd composta de 60 indviduos divididos em 3
orupos sendo: A- 20 individuos com mucosite oral graus 2 @ 3 (OMS) que serdo submetidos & lasenenapia
de baiea potdnoia (aplicagbes por ponto por 3 dias), as apicagies serdo realizatas com com um apareiho
de laser TWIN LASER - Reg. ANVISAMS 20051420007 — MM OPTICS LTDA; B - 20 individuos com
mucosite oral grau 2 @ 3 (OMS) que serdo submetidos a uTizaglo do produto & base de L sidoides Cham. e
C- 20 individucs com mucosite oral graus 2 e 3 (OMS) que serdo submetidos ao protocolo
dinicofarmacoldgico empregado pelo Hospital Napoledo Laureano.
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Consideragdes sobre o3 Tormos de agresentacso obrigatdeia:

Anexados.

Recomendagdes:
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como na(s) instituigdo(des) onde os dados foram cbtidos. ACONSELHAMOS A TODOS 08
PESQUISADORES (RESPONSAVELIASSOCIADOIASSISTENTE) QUE ANTES DO ENVIO DE
QUALQUER PROTOCOLO DE PESQUISA, VIA PLATAFORMA BRASL, SEJA FEITA UMA LEITURADA
46612, ASSIM COMO DA NORMA OPERACIONAL N. 0013, AMBAS DO CONSELHO NACIONAL DE

Condlus des ou Pendincias ¢ Lista de Inadeguacdes:
A pesquisadon apresenta uma emenda que inchul do teste de hemdlise, © qual ulliza hemadias humanas
para sua realizacdo. Anexa Autorizagdo Institucional do laboratdno de andlises dinicas
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qQue fomecerd tal material. Alem disso, serd realizado o Estudo Clinico Fase |, com voluntanos sauddvess,
Slando anexado 0 TCLE ¢ o questiondnio referente a esta elapa.

POManin Consiien esta emanda aprovada.

Este ¢ meu parecer, savo melhor juizo.
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8. APENDICE A
Questionario — Caracteristicas Organolépticas

AVALIAGAO DE ESPUMA CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE LIPPIA
SIDOIDES CHAM. PARA PREVENGAO E TRATAMENTO DE MUCOSITE ORAL
EM PACIENTES IRRADIADOS — ESTUDO CLINICO DE FASE I.

1. Identificagao

1.1. Data: /| N°de registro: Telefone:

1.2. Nome:

1.3. Data de nascimento: [ Idade:

1.4. Sexo: () Feminino () Masculino

1.5. Cddigo do produto:

Assinatura do participante da pesquisa

2. Questionario - Uso da Visual Analogue Scale (VAS)

2.1 O produto apresenta boa aparéncia?

() Sim ()Nao

2.2 O produto apresenta boa consisténcia?

() Sim ()Nao
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2.3 O produto é de facil aplicagao?

() Sim ()Nao

2.4 O produto apresenta odor agradavel?

() Sim ()Nao

2.5 O produto apresenta sabor agradavel?

() Sim ()Nao

2.6 Durante o uso do produto houve aumento da salivagao?

() Sim ()Nao



2.7 Apo6s o uso do produto houve aumento da salivagao?

( )Sim ()Nao

2.8 Foi verificado algum efeito durante o uso do produto?

() Ardéncia 0 § 10
() Dor 0 1] 1l
( )Dorméncia 5 i
() Refrescancial 1] il
( ) Nausea 0 § 10
() Outros
2.9 Foi verificado algum efeito apés o uso do produto?
() Ardéncia I 5 10
( ) Dor 0 5 0
() Dorméncia 0 5 10
0 § 10

() Refrescancia

78



(
(

) Nausea

) Outros

10
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