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RESUMO

FOSQUIERA, EC. Desenvolvimento do gel de Malva sylvestris L. e avaliagao
clinica na resposta inflamatéria gengival e no biofilme dental. [Dissertacao
Mestrado em Clinica Integrada — Faculdade de Odontologia] — Ponta Grossa:
Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2010.

Os objetivos dessa pesquisa foram realizar a prospecgao fitoquimica do extrato
hidroalcodlico bruto (EHBM) de Malva sylvestris L., determinar in vitro a atividade
antimicrobiana e propriedade antioxidante e in vivo a agédo antiplaca e antigengivite
do EHBM utilizando um modelo de gengivite experimental parcial em humanos.
Trinta individuos foram selecionados para participar deste estudo cruzado duplo-
cego, no qual foram estabelecidos trés periodos experimentais de 15 dias cada um
com um intervalo de 10 dias entre cada tratamento. Os pacientes foram submetidos
a 3 tratamentos: Tratamento 1- Gel placebo, Tratamento 2- Gel de M. sylvestris a
10%; Tratamento 3- Gel de clorexidina a 2% (controle positivo). Os paréametros
clinicos avaliados foram o indice de placa, indice de sangramento marginal
modificado e o volume de fluido gengival. Os dentes analisados foram: 15, 16, 35 e
36. Os resultados demonstraram a presenga de mucilagens (metabdlito primario),
esterdides e/ou ftriterpenos, cumarinas, antraquinonas, flavonoides e taninos
(metabdlitos secundarios) no EHBM. A média da atividade antioxidante relativa do
EBHM foi igual a 5,75% e do gel de M. sylvestris 10% foi 26,30%, em relagao a
100% do total de atividade antioxidante atribuida ao acido ascérbico. Nao foi
observada a formagao de halo de inibicao tanto para o método da difusdo em disco
quanto para a técnica da perfuragdo no agar na avaliagdo da atividade
antimicrobiana in vitro. No estudo clinico ndo se observou diferencas estatisticas
entre os diferentes tratamentos para os parametros clinicos avaliados e a
quantidade de fluido gengival. O metabdlito primario e os metabdlitos secundarios
presentes na planta sugerem o seu efeito anti-inflamatério. O EHBM apresentou
auséncia de atividade antimicrobiana e uma reduzida atividade antioxidante. O gel
contendo o extrato hidroalcodlico de M. sylvestris 10% nao influenciou a formagao
de biofilme dental supragengival em comparagcdo com o placebo e nao influenciou a
inflamagao gengival em comparagéo com o placebo e clorexidina.

Palavras-chave: Biofilme dental. Inflamacgao gengival. Malva sylvestris.



ABSTRACT

FOSQUIERA, EC. Development of the Malva sylvestris L. gel and clinical
evaluation on the gingival inflammatory response and dental plaque.
[Dissertacdo Mestrado em Clinica Integrada — Faculdade de Odontologia] — Ponta
Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa; 2010.

In this study, a phytochemical screening and the in vitro antimicrobial and antioxidant
properties of crude hydroalcoholic extract of Malva sylvestris L. (EHBM) was
performed for a M. sylvestris gel formulation. Antiplaque and antigingivitis were also
carried out using a partial-mouth, experimental gingivitis model in humans. Thirty
subjects were chosen to participate in this crossover double-blind study, three 15-
days experimental periods with a 10-days interval between each treatment. Patients
were submitted to 3 treatments: Treatment 1 — placebo gel, Treatment 2 — 10% M.
sylvestris gel; Treatment 3 — 2% chlorhexidine gel (positive control). The clinical
parameters plaque index, modified marginal bleeding index and gingival fluid
measurement were evaluated. The teeth: 15, 16, 35 and 36 were analyzed. EHBM
showed the presence of mucilage (primary metabolite), steroids and/or triterpenes,
coumarins, anthraquinones, flavonoids and tannins (secondary metabolites). The
antioxidant activity mean was 5.75% and 26.30% compared to 100% of the total
antioxidant activity attributed to ascorbic acid, respectively for EHBM and 10% M.
sylvestris gel. No concentration of EHBM revealed antimicrobial effect in both agar
disk and agar well diffusion tests. In the clinical study, there was no statistical
difference for clinical parameters and gingival fluid measurement considering the
different treatments. The primary and secondary metabolites of M. sylvestris suggest
its anti-inflammatory effect. The EHBM has a reduced antioxidant activity. No
influence on supragingival plaque is observed between 10% M. sylvestris gel and
placebo. For gingival inflammation, no influence is verified for 10% M. sylvestris gel
compared to placebo and chlorhexidine.

Keywords: Dental plaque. Gingival inflammation. Malva sylvestris.
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1 INTRODUGAO

O controle do biofilme dental é de grande importancia para a
manutengdo da saude bucal dentro das diversas especialidades da Odontologia. O
biofiime é formado por uma comunidade de microrganismos complexa que se
desenvolve nas superficies dentarias, proteses, restauragdes e implantes. Quando
nao controlado, pode promover doengas como a carie, gengivite e periodontite
(Baheni, Takeuchi' 2003, Axelson et al.? 2004, Tatakis, Trombelli® 2004).

O uso da escova/dentifricio e fio dental na higienizagdo bucal é
considerado um método mecanico convencional eficiente no controle do biofilme
dental. No entanto, em muitas situagdes, individuos com limitacbes fisicas ou
mentais, idosos e pacientes hospitalizados, podem apresentar dificuldade em
realizar uma adequada limpeza dos dentes somente com os metodos mecanicos
convencionais (Axelson et al.? 2004). A busca de outras possibilidades terapéuticas,
entre elas, o uso coadjuvante de substancias quimicas, como os enxaguatorios
bucais, tem sido utilizada com o objetivo de complementar a higiene bucal (Ciancio4
2003).

A incorporagao de substancias, como extratos de plantas medicinais,
nos dentifricios e/ou nos enxaguatorios bucais que auxiliem no controle do biofilme
dental e que atuem no processo inflamatério, pode ser uma alternativa como
complemento & higienizagdo convencional (Davies® 2008).

A medicina tradicional representa a soma de conhecimentos,
sabedoria e praticas baseada em histérias, crencas e experiéncias de diferentes
culturas, usadas ndo s6 na manutengao da saude, como também na prevencao,
diagnostico e tratamento de doencgas. Nesse contexto, as plantas sdo mundialmente
empregadas na medicina tradicional. A Organizagdo Mundial da Satude (WHO®
2002) menciona que até 80% da populagao africana utiliza a medicina tradicional.
Na China, representa cerca de 40 % de todos os cuidados de saude. A medicina
tradicional também estd se tornando cada vez mais popular em paises
desenvolvidos, como Australia (48%), Bélgica (38%), Canada (70%), Estados
Unidos (42%) e Franga (75%).

Entretanto, apesar do uso frequente das plantas medicinais pela
populacado, até hoje séo insuficientes os estudos sobre a composi¢gao quimica, as

atividades bioldgicas e os mecanismos de agao de espécies fitoterapicas (Medeiros
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et al.” 2004).

Malva sylvestris L. € uma espécie herbacea, pertencente a familia
Malvaceae Juss, nativa da Europa e cultivada no Sul do Brasil. E empregada desde
a ldade Média para o tratamento de queimaduras, picadas de inseto e infec¢des das
vias urinarias e intestinais. E amplamente utilizada pela populagdo como agente
antiinflamatério e cicatrizante (Lorenzi, Abreu Matos® 2008). Contudo, ainda faltam
estudos clinicos cientificos que confirmem a viabilidade do uso dessa espécie nas
afeccbes odontoldgicas. Neste contexto, considera-se importante o desenvolvimento
de trabalhos de pesquisa na Odontologia, no sentido de compreender os
mecanismos de acao e efeitos adversos da utilizacdo dessa planta medicinal no

biofilme dental e no tratamento da inflamagéo gengival.



2 REVISAO DE LITERATURA

Com a finalidade de facilitar a leitura e entendimento, a revisdo de
literatura foi dividida considerando os aspectos relacionados ao biofilme dental a

doenca periodontal e tratamento da gengivite.

2.1 BIOFILME DENTAL

O biofilme consiste em uma massa bacteriana que pode ser definida
como uma comunidade complexa de microrganismos que formam um ecossistema
estruturado, altamente dindmico, que atua de maneira coordenada e integrada.
Sintetizam matriz de polissacarideos e glicoproteinas que envolvem a comunidade
microbiana, protegendo-a contra os efeitos danosos do ambiente bucal circundante.
Esta estrutura organizada permite uma inter-relagdo sinérgica entre os
microrganismos para prover nutrientes uns aos outros, além de fornecer barreiras
quimicas e fisicas que podem impedir as defesas imunolégicas do hospedeiro ou a
acao de agentes antimicrobianos (Haffajee, Socransky® 2005).

Gengivas saudaveis tém sido associadas a uma composi¢cdao do
biofilme dental supragengival de poucas camadas (1-20) predominantemente cocos
gram-positivos (Streptococcus spp.: S. mutans, S. mitis, S. sanguis, S. oralis; Rothia
dentocariosa; Staphilococcus epidermidis), seguido por alguns gram-positivos
filamentosos (Actinomyces spp.. A.viscosus, A. israelitas, A. gerencseriae;
Corynebacterium spp.) e poucos cocos gram-negativos (Veillonella parvula;
Neisseria spp.). O crescente acumulo destes microrganismos permite a posterior
adesao de outras espécies microbianas, que sdo capazes de prenderem-se as ja
existentes (co-agregacgao). Esta € a chamada "colonizagdo secundaria". Alteragdes
no ecossistema do biofilme dental microbiano possibilitam a colonizacdo de
bactérias gram-negativas. Com o aumento do numero de camadas do biofilme
dental, o ambiente nutricional e atmosférico se altera, diminui o nivel de oxigénio,
proporcionando a sobrevivéncia de bactérias anaerdbias (Bernimoulin'™ 2003,
Haffajee, Socransky® 2005).
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2.2 DOENCA PERIODONTAL

Doencga periodontal refere-se a qualquer alteragdo que afeta as
estruturas de protecdo e suporte do dente. E uma condicdo inflamatéria que
compreende as diversas formas de gengivite e periodontite, em que a progressao do
processo inflamatério pode levar a perda do dente. As doencas do periodonto
podem ser classificadas em gengivites, periodontites, doengas periodontais
necrosantes, abscessos periodontais, periodontite associada a lesdes endodénticas,
deformidades e condigdes adquiridas ou do desenvolvimento (Armitage'’ 1999,
Kinane'? 2001).

2.2.1 Gengivite induzida por biofilme bacteriano

A gengivite induzida por biofiime bacteriano é a forma mais
prevalente de doenca periodontal, podendo esta ser modificada por fatores
sistémicos. A reacao inflamatéria que ocorre em resposta a presenga das bactérias
do biofilme manifesta-se como uma alteragao da integridade dos tecidos gengivais.
Entretanto, na presenca de uma higiene bucal efetiva, a inflamacao gengival se
torna reversivel. Saude gengival pode ser considerada um estado de equilibrio em
gque 0s microrganismos presentes no ambiente bucal estdo controlados, né&o
resultando em danos para os tecidos periodontais do hospedeiro (Armitage”1999).

A instalagdo da gengivite esta associada com o desenvolvimento de
uma forma mais organizada do biofilme. Este biofilme é caracterizado por varias
camadas de células (100-300), organizadas pelo metabolismo e condigdes
atmosféricas. Além de cocos gram-positivos, bastonetes e filamentos associados
com gengivas saudaveis, aumentam o numero de cocos gram-negativos, bastonetes
e filamentos e surgem as bactérias anaerdbias (F. nucleatum, C. rectus, B. gracilis,
P. loeschii, Capnocytophaga spp., entre outras). As espécies envolvidas variam
conforme as caracteristicas ambientais locais, mas o padrdao de colonizagao é
sempre o0 mesmo (Bernimoulin'® 2003, Haffajee, Socransky® 2005).

Estudos clinicos tém demonstrado que os microrganismos colonizam
rapidamente as superficies dentais e em individuos que negligenciam os
procedimentos de higiene bucal, dentro de 10 a 21 dias, os sinais clinicos de

gengivite se tornam aparentes (Kinane' 2001).
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2.2.2 Resposta imuno-inflamatoéria do hospedeiro ao biofilme bacteriano

As alteracbes teciduais e imuno-inflamatérias observadas na
gengivite induzida por biofilme bacteriano incluem dilatagdo dos vasos e aumento da
permeabilidade vascular, aumento do fluxo do fluido gengival (FG) e migragcado de
neutrofilos polimorfonucleares (PMN). Os PMNs séao identificados no FG e possuem
mecanismos antimicrobianos altamente especializados que quando ativados,
produzem mediadores quimiotaticos e vasoativos que perpetuam a resposta
inflamatoéria do hospedeiro. O aumento do nivel de PMN no FG ativa interleucina-8,
sendo uma das primeiras mudancas associadas com a transicdo da saude para
doenca (Kinane' 2001, Preshaw'® 2008).

O FG é um exsudato/infiltrado inflamatério presente no sulco gengival
ou bolsa periodontal. No inicio do processo da doenga, enquanto o periodonto &
clinicamente saudavel, os colonizadores iniciais estdo confinados a margem
gengival, o fluxo do FG neste estagio é relativamente baixo, sendo composto
principalmente de um transudato de proteinas plasmaticas. Resultados de estudos
mostraram a presenga de uma alta quantidade de mediadores inflamatérios nos
sitios com gengivite em comparagao com sitios saudaveis em individuos normais
(Goodson'* 2003).

A composigdo do FG em sitios com gengivite é o resultado da
interacdo entre as bactérias subgengivais e as células dos tecidos periodontais. E
composto por derivados do plasma, bactérias do biofilme, células epiteliais
descamadas, leucocitos PMNs, mediadores inflamatérios e enzimas. Estas
substancias s&o potenciais indicadores de atividade da doenga periodontal,
observando-se sua reducdo quando do restabelecimento da saude apds o
tratamento. A composicao do FG reflete a natureza e amplitude da resposta do
hospedeiro. A determinacao dos niveis dos elementos do FG representa uma boa
abordagem para a avaliagéo do risco para a doenga (Goodson14 2003, Kantarci et
al."® 2006).

Inumeros estudos tém analisado a associacdo entre a quantidade
total ou niveis de concentragdo dos diferentes componentes do FG e a condicéo
periodontal. A coleta do FG é um procedimento minimamente invasivo, sendo que a
analise de seus componentes pode contribuir para o estabelecimento do diagndstico
periodontal (Delima, Van Dyke'® 2003, Kantarci et al.’® 2006).
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2.3 TRATAMENTO DA GENGIVITE INDUZIDA POR BIOFILME BACTERIANO

O papel etiolégico do biofilme para o desenvolvimento de gengivite é
ainda apoiado por varios estudos de intervencao, em que a redugao ou eliminagao
do biofilme dental por meios mecéanicos ou agentes quimicos antimicrobianos,
promoveram a resolucédo da doencga. Assim, o controle do biofilme € um “fator chave”
para prevenir e controlar a gengivite (Kinane12 2001, Axelson et al.? 2004, Tatakis,
Trombelli® 2004, Van der Weijden, Hioe'’ 2005).

O biofilme supragengival esta exposto a saliva e aos mecanismos
naturais de auto-limpeza existentes na cavidade bucal. No entanto, embora tais
mecanismos possam eliminar restos alimentares, ndo s&o suficientes para
desestruturar o biofilme bacteriano, sendo a higiene bucal regular um pré-requisito
para a manutencdo de uma boa condigdo de satde bucal (Van der Weijden, Hioe'’
2005).

A higienizagao bucal por meio de escova/dentifricio e fio dental, na
maioria dos casos é suficiente para controlar o biofilme dental, porém em algumas
situacbes nao se consegue atingir todos os objetivos somente com o controle
mecanico, pois 0 mesmo requer tempo, motivagdo e destreza manual. Mesmo
pacientes que sao treinados e instruidos para manterem sua higiene satisfatoria, na
auséncia de constantes reforcos sobre educacdo em saude, os niveis de
cooperacdo diminuem significativamente com o tempo (Ciancio* 2003, Axelson et
al.? 2004, Albert-Kiszely et al.'® 2007). Individuos com limitagdes fisicas ou mentais,
idosos, pacientes com dentes mal posicionados e/ou portadores de aparelhos
ortodénticos fixos podem apresentar dificuldades quanto a escovacao dentaria e uso
do fio dental (Ciancio® 2003, Axelson et al.? 2004).

Anti-sépticos sdo agentes quimicos que podem eliminar
microrganismos, como bactérias, virus e fungos ou interferir com sua reproducéo ou
metabolismo. Para que um agente anti-placa seja efetivo é necessario que tenha um
amplo espectro de atividade antimicrobiana; substantividade as superficies bucais;
gosto agradavel; apresentar baixa toxicidade e minima influéncia na microbiota
residente. Além disso, alguns agentes quimicos possuem também propriedades anti-

inflamatérias (Ciancio® 2003).
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Bochechos com anti-sépticos tém sido amplamente utilizados em
Odontologia como auxiliares no controle do biofilme bacteriano e gengivite. E
evidente que se um paciente melhora o controle do biofiime e consequentemente
sua condi¢ao gengival, o uso de quimioterapicos como coadjuvantes pode ndo mais
ser necessario (Ciancio* 2003, Albert-Kiszely et al.’® 2007, Moran'® 2008).

Diversas substancias tém sido utilizadas para o controle quimico do
biofilme dental, como dleos essenciais, triclosan, clorexidina, cloreto de cetilpiridinio,
fluoreto estanoso, sais de zinco e alcaldides de plantas de varias espécies.
Entretanto, ainda hoje, a clorexidina & considerada o padrao de referéncia dos
agentes para o controle quimico do biofilme dental (Albert-Kiszely et al.'® 2007,
Herrera et al.?° 2007).

A maioria dos agentes quimicos utilizados para o controle do biofilme
dental ndo produz grandes alteragdes no tipo ou quantidade da microbiota bucal. Do
mesmo modo, ndao sao observados efeitos toxicolégicos consideraveis nas
concentragbes utilizadas. No entanto, a clorexidina, o fluoreto estanoso e o cloreto
de cetilpiridinio podem ocasionar coloracdo/manchamento dos dentes e das
mucosas, descamacao epitelial, além de alteracdo de paladar (Moran'® 2008).

Devido as questbes mencionadas acima, pesquisas buscam
compostos terapéuticos similares a esses produtos, mas que tenham menos efeitos
colaterais. Assim, verifica-se um grande avancgo cientifico nos estudos com plantas
medicinais que visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas
(Cechinel Filho, Yunes?' 1998).

2.3.1 Fitoterapia

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define os
fitoterapicos como medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais,
empregando-se exclusivamente derivados de droga vegetal (extrato, tintura, dleo,
cera e suco). Um fitoterapico € caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade
(Carvalho et al.?? 2008). Nao se considera medicamento fitoterapico aquele que, na
sua composic¢ao, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as

associagdes dessas com extratos vegetais (ANVISA® 2004).
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O Brasil é o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo,
contando com mais de 55 mil espécies catalogadas. As plantas sdo importantes
fontes de produtos biologicamente ativos, muitos dos quais sdo os compostos
quimicos para a semi-sintese de um grande numero de farmacos. Apesar do
aumento do numero de investigagdes nessa area, os dados disponiveis indicam que
apenas 15% a 17% das plantas brasileiras foram avaliadas quanto ao seu potencial
medicinal. A Associagao Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico, Suplemento
Alimentar e de Promogdo da Saude (ABIFISA), estima que cerca de 82% da
populacdo brasileira utiliza produtos a base de plantas medicinais (Medeiros et al.’
2004, Lorenzi, Abreu Matos® 2008, Carvalho et al.?? 2008, ABIFISA?* 2009).

Contudo, o uso indiscriminado de plantas sem qualquer
conhecimento fitoquimico, farmacolégico e, principalmente, toxicolégico € de grande
preocupagao para a saude. Isso acontece com a maioria das espécies vegetais
consumidas pela populagao. A determinagao botanica correta da planta, sua forma
de uso, posologia e controle da qualidade também constituem questbes a serem
estudadas (Billeter et al.>® 1990, Redzic et al.?® 2005).

2.3.2 O uso de fitoterapicos na Odontologia

Os medicamentos fitoterapicos sao muito utilizados nos cuidados
gerais de saude, sendo que muitas propriedades das espécies de valor na medicina
podem ser transferidas para a Odontologia, indicadas principalmente para o uso em
processos inflamatoérios, dor e na cicatrizacdo. Os meios mais comuns de preparo
sdo a decocgao, a maceragao e a infusao (Lima Junior et al.?’ 2005).

Na clinica odontoldgica, os pacientes relatam utilizar bochechos de
plantas medicinais na forma de infusdo no pds-cirurgico, com o objetivo de minimizar
o edema. A infusdo obtida de salvia (Salvia officinalis L.) apresenta atividade
antioxidante e antimicrobiana. Calendula officinalis L. € empregada na cicatrizagcao
de feridas, com ag&o anti-inflamatéria e antibacteriana (Oliveira et al.?® 2007).

Indmeros estudos avaliaram in vitro e in vivo a atividade anti-
inflamatdria, antimicrobiana, cicatrizante, antiviral, antifangica, anestésica e
antioxidante, a partir de diversos extratos e Oleos vegetais como: aroeira, roma,
tanchagem, oleo de copaiba, jamboléo, salvia, arnica, caléndula, hamamelis, anis-

estrelado, melissa, ficus, algodoeiro-arbéreo, alecrim, capim-limao e acacia-mimosa,
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confirmando as propriedades das mesmas (lauk et al.?® 2003, Drumond et al.*® 2004,
Pereira et al.’’ 2005, Soares et al.** 2006, Silva et al.*® 2006, Soares et al.** 2007,
Zanin et al.* 2007).

Malva sylvestris L. (malva) apresenta propriedades anti-inflamatérias
em funcao da presenga de substancias, como as mucilagens e as antocianinas. As
antocianinas também possuem acao anti-séptica. Bochechos feitos a partir da
infusdo das folhas de malva tém sido utilizados para o tratamento de feridas e de

lesdes na mucosa bucal (Billeter et al.?® 1990, Lima Junior, Dimenstein® 2006).
2.4 CARACTERISTICAS DA ESPECIE VEGETAL - Malva sylvestris L.
2.4 1 Caracteristicas gerais e historico de M. sylvestris

A Malva sylvestris L. (Figura 1) € uma espécie herbacea, pertencente
a familia Malvaceae Juss, nativa da Europa e cultivada no sul do Brasil (Lorenzi,
Abreu Matos® 2008). Cresce de forma espontédnea em quase toda a Europa, norte da
Asia e Africa (Hicsonmez et al.¥” 2009). Popularmente conhecida como malva,
malva-comum, malva-grande, malva-rosa, malva-verde, rosa-chinesa e rosa-
marinha. A espécie apresenta 40—70 cm de altura, caule com casca fibrosa, piloso e
ramificado, folhas simples, com 7-15 cm de comprimento, nervacdo palmada,
revestidas de tricomas asperos. As flores alcangam um tamanho de 2-4 cm de
diametro, coloragcado purpura ou varios tons de réseo, sendo que a floragao ocorre
entre a primavera e o verdo (Lorenzi, Abreu Matos® 2008).

A malva encontra-se registrada na ANVISA como medicamento
fitoterapico, na categoria de demulcentes de uso oral para o tratamento de

inflamac&o na orofaringe (Carvalho et al.?> 2008).
2.4.2 Composicao quimica de M. sylvestris

E uma espécie mucilaginosa, contendo entre 8% e 20% de
mucilagem nas folhas e nas flores. Também foram identificados nas folhas e flores,
a presenca de taninos, vitaminas A, B1, B2, C, carotenos, flavondides,
antocianidinas, leucoantocianidinas, acidos p-cumarinico, clorogénico e cafeico,

derivados antraquindnicos, acido palmitico e acido estearico. A composi¢gdo quimica
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da planta pode ter implicagées importantes para a saude. Embora alguns elementos
sejam benéficos, outros podem ser toxicos. A concentragdo dos elementos quimicos
da malva esta entre os limites de seguranga permitidos internacionalmente (Farina et
al.*® 1995, Lorenzi, Abreu Matos® 2008, Hicsonmez et al.>” 2009).

2.4.3 Acbes farmacoldgicas de M. sylvestris

As mucilagens presentes nas folhas e nas flores da malva
apresentam uma acao anti-inflamatéria e protetora das mucosas do aparelho
digestivo e respiratério, além da superficie cutanea (Farina et al.*® 1995, Alonso®
1998, Cutillo et al.** 2006, Lorenzi, Abreu Matos® 2008). Os derivados
antraquindnicos conferem um leve efeito laxante, no entanto, as mucilagens, podem
atuar como antidiarréicos, devido a sua natureza coloidal, impedindo a acédo de
substancias irritantes. Os extratos etandlicos da malva apresentam uma acéao
estimulante da atividade fagocitaria do sistema reticulo endotelial (Alonso®® 1998).

Chiclana et al.*' (2009), avaliaram a atividade anti-inflamatéria local
de M. sylvestris L. em modelo experimental de edema de pata em ratas induzido por
carragenina. Os animais foram divididos em cinco grupos, sendo o grupo controle
aplicado gel placebo, grupo controle positivo a indometacina a 2% e grupos tratados
com o gel de malva a 5%, 10% e 20%. Os resultados demonstraram que o gel
contendo o extrato de malva a 5% reduziu significativamente o edema induzido por
carragenina, mostrando o maior poder antiinflamatério, com reducéao significativa do
edema apds 3 horas.

No estudo de Conforti et al.*> 2008, analisou-se a atividade anti-
inflamatoria de M. sylvestris L. por meio do experimento de edema de orelha em
camundongos induzido pelo 6leo de créton. Verificou-se diferencas estatisticas
significativas entre o grupo controle e o grupo extrato hidroalcodlico de malva na

dose de 300pg/cm2 que reduziu o edema em 21%.
2.4.4 Uso etnomedicinal de M. sylvestris
A malva é citada na literatura etnofarmacolégica como espécie

medicinal capaz de suavizar a irritacdo dos tecidos e reduzir inflamagdes. Suas

folhas, flores e frutos sdo empregados na forma de infusdo, no tratamento de tosse,
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asma, enfisema pulmonar, coqueluche, inflamagdo da mucosa bucal e faringea. Em
dose excessiva é considerada laxativa (Farina et al.*® 1995, Drumond et al.*® 2004,
Cutillo et al.*’ 2006, Lorenzi, Abreu Matos® 2008, Higsonmez et al.>” 2009).

Na Europa, a decocgdao da malva com leite é utilizada para o
tratamento de ulceras de estdmago. No Libano a malva é utilizada para lavar
ferimentos e tecidos inflamados, ou mesmo, como gargarejo em inflamacbes da
garganta. Na Argentina € usada no tratamento da constipagao intestinal. Na regiao
sul do Brasil, as folhas, flores, raizes e sementes sdo empregadas para combater
febre, para lavagem de ferimentos, para tratar dores de bexiga e tratamento de
processos inflamatdrios (Alonso®® 1998, Souza et al.** 2004, Higsonmez et al.*’
2009, Jeambey et al.** 2009).

Devido a elevada utilizagdo da malva como agente anti-inflamatério e
o reduzido numero de estudos clinicos que confirmem a viabilidade do uso dessa
espécie nas afecgdes odontoldgicas, considera-se importante o desenvolvimento de
trabalhos de pesquisa na Odontologia, no sentido de compreender os mecanismos
de acao e efeitos adversos da utilizacdo dessa planta medicinal no biofilme dental e

no tratamento da inflamacgao gengival.



Figura 1: Malva sylvestris L. *
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3 PROPOSIGAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve por objetivo desenvolver o gel de Malva sylvestris L.

e avaliar clinicamente o seu efeito sobre o biofilme dental e a inflamagao gengival.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elaborar o extrato hidroalcodlico bruto de M. sylvestris;

e Realizar a prospecgao fitoquimica do extrato hidroalcodlico bruto de M.
sylvestris;

e Determinar a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico bruto de M.
sylvestris;

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico bruto de M.
sylvestris;

e Obter o gel contendo o extrato hidroalcodlico bruto de M. sylvestris;

e Verificar a influéncia da aplicagdo tépica do gel contendo o extrato
hidroalcodlico bruto de M. sylvestris sobre o acumulo do biofilme dental e a

inflamagéo gengival em humanos.



4 MATERIAL E METODO

4.1 DROGA VEGETAL

A espécie vegetal Malva sylvestris L. foi adquirida da empresa
Quimer Ervas e Especiarias (Sado Paulo — Brasil), estabilizada e rasurada. Dados
gerais disponiveis no certificado de analises do fornecedor: insumo — malva padréao
importada; parte utilizada — folhas e caules; lote 001; colheita em 01/2008;
origem/procedéncia: sul do Brasil; validade — 01/2013. O vegetal foi armazenado em
sua embalagem original, sempre fechada, em local seco, arejado, longe do calor e
da umidade, considerando a necessidade de preservar as suas caracteristicas

fisico-quimicas e microbioldgicas.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO BRUTO DE M. sylvestris
(EHBM)

4.2 .1 Padronizagao da droga vegetal

A planta estabilizada e rasurada (Figura 2A) foi submetida ao
processo de cominuicdo por meio de um triturador em hélice de uso doméstico.
Apos a trituracdo, as particulas foram submetidas a tamisacao através do Tamis
ABNT 35 (500 um) para se obter uma granulometria correspondente a classificagéo

de pd moderadamente grosso (Figura 2B) (Farmacopéia *° 2000).

4.2.1.1 Determinagao do teor de umidade da planta

Previamente ao processo de extracdo dos principios ativos contidos
na droga vegetal, foi realizada a determinagcdo do teor de umidade do material
pulverizado e tamisado, com o objetivo de corrigir a concentragédo do liquido extrator
a ser utilizado na etapa de maceracéo dinamica (WHO*" 1998).

O método escolhido para a verificagdo da umidade residual do p6 foi
0 ensaio gravimétrico de perda por dessecagdo. Para a realizacdo desse
procedimento, foram pesadas 4 g das particulas pulverizadas em placas de Petri,

em ftriplicata. Apos a pesagem, as placas foram submetidas ao aquecimento em
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estufa a 105 °C durante trés dias ou até massa constante. O material foi retirado da
estufa e transferido ao dessecador contendo silica gel para a redugdo da
temperatura. Em seguida, as placas foram novamente pesadas. A perda por
dessecacéo foi obtida a partir da diferenga entre o peso inicial (massa total umida) e

o peso final (massa total seca), obtendo-se uma umidade média de 9,08%.
4.2.2 Elaboracéo do extrato hidroalcodlico bruto de M. sylvestris (EHBM)

O extrato vegetal foi preparado por meio do método de maceracao
dindmica. Para isso, uma massa de 50 g da droga vegetal devidamente pulverizada
e tamisada foi adicionada em 220 mL de etanol 72 °GL, considerando a umidade
residual contida no pé de malva. O material foi conduzido a maceragéao dindmica em
mesa agitadora orbital MA140/CF (Marconi®, Piracicaba — Brasil) a temperatura
ambiente, durante sete dias (Figura 3A). Transcorrido esse periodo, o material sélido
foi retido em peneira doméstica e o volume foi completado para 250 mL, com mais
etanol 72 °GL. O meio liquido foi filtrado em funil de vidro com papel filtro qualitativo
(80 g m2, porosidade de 3 um) por duas vezes (Figura 3B).

Considerando a necessidade de maximizar a concentragdo de
principios ativos, o extrato foi submetido ao processo de redugdo do volume em
evaporador rotativo (modelo E344 B2, Quimis®, Diadema, Brasil) & temperatura de
55°C e 58 rotagdes por minuto (Figura 3C). O extrato concentrado foi levado ao
congelador a — 80 °C.

O extrato congelado foi entdo submetido ao processo de liofilizacao
(Liofilizador L20 , LIOTOP® S&o Carlos, Brasil) (Figura 3D). O objetivo da liofilizagdo
foi o reduzir o volume de etanol e de agua do material, para preservar as
substancias ativas da malva. O extrato liofilizado foi armazenado em temperatura

ambiente.



Figura 2 - (A) Droga vegetal estabilizada e rasurada (B) Droga vegetal
pulverizada.
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Figura 3 - (A) Maceragdo dindmica da droga vegetal pulverizada em alcool
72%. (B) Processo de filtragcdo do extrato etandlico de M. sylvestris
(C) Concentragdo do extrato etandlico de M. sylvestris em
rotaevaporador (D) Liofilizacdo do extrato concentrado.
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4.3 ESTUDO FITOQUIMICO

4.3.1 Marcha Sistematica Fitoquimica

4.3.1.1 Fracionamento do EHBM

A marcha fitoquimica foi realizada a partir do fracionamento do
extrato bruto previamente obtido. Este processo possibilita rea¢gdes mais fidedignas,
sendo que o uso do extrato bruto pode, eventualmente, mascarar o resultado
(Falkenberg et al.*® 2004).

Primeiramente, 200 mL do extrato hidroalcodlico bruto foi
concentrado em evaporador rotativo. Em seguida, foram realizadas quatro parti¢des
liquido-liquido em série crescente de polaridade (Figura 4), iniciando-se com o n-
hexano P.A. (F1). Para a fragdo FHEX, foram feitas cinco extragdes com esse
mesmo solvente, utilizando 40 mL de hexano de cada vez, totalizando 200 mL da
fragdo F1. O hexano foi acrescentado em funil de separacdo, em seguida o extrato
foi concentrado. Apds a agitacdo vigorosa, o funil de separagdo foi mantido em
repouso, para a formagao de duas fases distintas, sendo que a fase hexanica foi
recolhida em frasco e armazenada. O extrato residual foi levado ao banho-maria
(60 °C) para a remogéao total do hexano.

O segundo fracionamento foi conduzido com cloroférmio P.A. (F2,
FCLOR) e o terceiro, com acetato de etila P.A. (F3, FETAC), sendo adotado o
mesmo procedimento descrito anteriormente. A ultima fragdo foi obtida a partir de
etanol 70 % (V/V) (F4). Nessa etapa final, apés a remocgao do solvente acetato de
etila, foi acrescentado o etanol 70 % ao extrato remanescente, até completar o
volume de 200 mL, originando a fragdo FHAR, sem a utilizacdo do funil de
separacao. As fragdes F1, F2, F3 e F4 foram acondicionadas e armazenadas para a

realizacéo dos ensaios fitoquimicos.
4.3.1.2 Ensaios Fitoquimicos Qualitativos
O screening fitoquimico foi desenvolvido para as quatro fragdes

provenientes do EHBM, conforme sumarizado no quadro 1. Os grupos de

metabdlitos secundarios foram avaliados por meio de reacbes especificas para
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triterpenos/esterdides, alcaldides, antraquinonas, cumarinas, flavonoides, saponinas
e taninos (Simdes et al.*® 2004). A intensidade de cor e/ou o aparecimento de

precipitado apds a realizacdo das reacdoes foram interpretadas como respostas
(positivas/negativas).

Metabolito secundario Ensaio(s) Referéncia(s)
Triterpenos/esterdides Reacéo de Liebermann-Burchard Farnsworth® 1966
Alcaloides Reac3o de Bertrand Evans®' 1989

Reacé&o de Bouchardat
Reacao de Dragendorff
Reacao de Mayer

Antraquinonas Reacgédo de Borntrager Evans®' 1989
Cumarinas Método de UV utilizando ninhidrina Harborne® 1998
Glicosideos flavénicos Reacéao de Shinoda Farnsworth® 1966

Reacao oxalo-borica
Reacéo de Pacheco
Reacgé&o com zinco

Glicosideos saponinicos Teste de formagdo de espuma Simées et al.*® 2004
Taninos Reacéo com Cloreto Férrico 1% Simdes et al.*® 2004,
Reacéo com gelatinaa 2,5 % Harborne®® 1998

Reacéo sulfato de ferro amoniacal 5%
Reagdo com acido nitroso

Quadro 1 - Metabdlitos secundarios investigados na triagem fitoquimica para as folhas de Malva

sylvestris L. a partir das fracdbes do EHBM, indicando as respectivas reacbes de
caracterizagao.

4.3.1.3 Ensaios Fitoquimicos Quantitativos

A partir dos metabdlitos descritos para M. sylvestris (Lorenzi, Abreu
Matos® 2008) e com as informacgdes obtidas a partir dos ensaios fitoquimicos (item
4.3.1.2), o estudo quantitativo do EHBM foi conduzido para as mucilagens
(metabdlito primario), para os compostos fendlicos (flavondides e taninos) e para as
cumarinas (metabdlitos secundarios) (Simdes et al.*® 2004).
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4.3.1.3.1 Determinagao quantitativa de mucilagens

O método de extracdo das mucilagens (Judice® 1991) foi constituido
de quatro etapas: 12 etapa: O EHBM (10 mL) foi centrifugado (4000 g~' por 10 min),
sendo o sobrenadante descartado e o material precipitado lavado com agua
destilada e centrifugado nas mesmas condigbes. Esse procedimento foi repetido por
mais duas vezes. 22 etapa: Ao material precipitado adicionou-se dois volumes de
NaOH. A mistura foi mantida em agitagéao lenta, por 2 h, em seguida centrifugada
(4000 g™' por 15 min), o sobrenadante foi levado para préxima etapa. 32 etapa: Ao
sobrenadante, adicionou-se dois volumes de etanol, sendo mantido a 4 °C, durante
24 h. 42 etapa: As mucilagens da fase liquida foram separadas apés centrifugagéo
(4000 g~ por 15 min), sendo o sobrenadante e o precipitado lavado com etanol 75%
(v/v). Em seguida nova centrifugacao foi feita (4000 g~' por 10 min), descartando-se
o sobrenadante. A quantificagdo das mucilagens foi realizada em triplicata, segundo
o método colorimétrico descrito por Strickland e Parsons® (1972).

Apos a extragao, as mucilagens foram dispersas em 50 mL de agua
destilada e conduzidas a filtracdo. Uma aliquota de 10 mL do filtrado foi adicionada
de 2 mL de uma solugdo de fenol a 0,52 mol.L™". Em seguida, o recipiente foi
coberto com papel aluminio e, entdo, adicionou-se 10 mL de acido sulfurico
concentrado contendo 0,1% de hidrazina, sendo mantido a temperatura ambiente
por 1 h. A absorvancia foi medida em 490 nm, frente ao branco de agua destilada.
Como padrao, foi utilizada uma solugcdo de D-glucose na concentragdo de

10 pg.mL™". O teor de mucilagem resultante foi expresso em porcentagem.
4.3.1.3.2 Determinacao quantitativa de fendlicos totais

Para a extracdo dos compostos fendlicos totais, 5 g das folhas e
caules de malva pulverizada foi misturada com 80 mL de metanol P.A., sendo
mantido em agitacdo (overnight). A suspensao foi filtrada e diluida para 100 mL de
metanol. O ensaio foi efetuado em triplicata, sendo que as amostras foram mantidas
a 4°C. O conteudo total de fendlicos foi determinado pelo método colorimétrico de

Folin-Ciocalteau (Rumbaoa et al.>

2009), em ftriplicata. A absorvancia foi obtida em
740 nm, depois de 2h em auséncia de luz na temperatura ambiente, frente ao

branco de metanol P.A.
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4.3.1.3.3 Determinagao quantitativa de cumarinas

Para a determinacao de cumarinas foi utilizado o método descrito por
Osoério e Martins®® (2004). Resumidamente, 4 mL de EHBM foram transferidos para
um baldo volumétrico de 200 mL, sendo adicionados 40 mL de agua destilada e
10 mL de uma solugao de acetato de chumbo a 5%. O baldo volumétrico foi agitado ,
desprezando os primeiros 10 mL, tranferindo-se uma aliquota de 40 mL do filtrado
para um baldo volumétrico de 200 mL. O volume foi completado com uma solugao
de &cido cloridrico a 0,1 mol.L™". A leitura da absorvancia na derivada de primeira
ordem foi efetuada a 320 nm, empregando-se como branco a solugdo de
HCl 0,1 mol.L™". Como padrdo, foi utilizada uma solucdo de cumarina (1,2-
benzopirano), previamente dissolvida em q.s. de etanol P.A., e elaborada com
HCI 0,1 mol.L™", na concentracao final de 12 /Jg.mL‘1. A determinacdo quantitativa

de cumarinas foi desenvolvida em triplicata.
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Figura 4 — Esquema do fracionamento do extrato hidroalcodlico bruto de malva (EHBM).
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4.4 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS PARA Malva sylvestris L.
4 .4 1 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total foi avaliada para o EHBM e para o gel
de hidroxietilcelulose contendo 10% de EHBM (gel tratamento a ser aplicado no
estudo clinico) pelo método fosfomolibdénico (triplicata). O método de complexacéao
pelo fosfomolibdénio € baseado na redugdo de Mo (VI) a Mo (V), contendo
compostos antioxidantes. Essa redugao possibilita a formagcdo de um complexo
verde entre fosfato e molibdénio (V), em pH acido, determinado
espectrofotometricamente em 695 nm (Prieto et al.” 1999).

Uma aliquota de 0,5 mL do EHBM ou uma massa de 5 g do gel de
hidroxietilcelulose contendo 10% de EHBM, quantidades que equivalem
a 200 yg.mL‘1 de principios ativos, foi adicionada a 5 mL de solugdo reagente
(molibdato de aménio 4 mmol L~=" + &cido sulfurico 0,6 mol L™" + fosfato de sodio 28
mmol L™"). Os frascos foram incubados em 95 °C por 90 min. A absorvancia foi
mensurada 695 nm. O controle foi realizado com &cido ascérbico (200 ug mL™).
Para o calculo, o acido ascoérbico foi considerado como 100 % de atividade
antioxidante. Os resultados foram expressos na forma de atividade antioxidante

relativa (AAR), conforme a equacao 1.

absorvancia da amostra — absorvancia do branco

AAR=( jxloo (1)

absorvancia do acido ascorbico — absorvancia do branco

4 4.2 Atividade antimicrobiana

Os testes para avaliar a capacidade antimicrobiana da droga vegetal
M. sylvestris foram conduzidos por meio dos métodos de difusdo em agar: técnica

da perfuracdo em agar e difusdo em disco (Ostroski et al.>® 2008).
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4.4.2.1 Técnica da perfuragédo no agar

Foram utilizados os seguintes microrganismos: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Streptococcus mutans
(ATCC25175) e Streptococcus mitis (ATCC 49456). Cada indculo foi preparado em
soro fisiolégico, padronizado pelo tubo 0,5 da Escala McFarland, a 580 nm, o qual
corresponde a aproximadamente 108 UFC mL™". As suspensées de 10® células mL™
de microrganismos foram semeadas (triplicata), em agar Muller Hinton e incubadas a
37 °C por 10 min. Em seguida, foram confeccionados pogos no meio de cultura, com
auxilio de canulas de vidro de 4,0 mm de didmetro. Os pocos foram preenchidos
com 6,5 mg das substancias-teste: gel de malva a 10%, gel de clorexidina 2 %
(controle positivo) e gel de hidroxietilcelulose a 3 % (placebo) (Figura 5). O periodo
de incubacgao foi de 24 e 48 h a 36 °C, sendo em seguida avaliada a presenga de

halos de inibigao.
4.4 2.2 Técnica da difusdo em disco

O EHBM foi dissolvido em solugdo aquosa de dimetilsulféxido
(DMSO) a 50 % nas concentragbes de 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 2500 e
5000 ug mL~". Solugdo de clorexidina a 2 % foi utilizada como controle positivo e
solugdo aquosa de DMSO a 50 %, como controle negativo. Foram utilizados os
seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922), Streptococcus mutans (ATCC25175) e Streptococcus mitis (ATCC
49456).

As suspensdes dos microrganismos foram semeadas, em duplicata,
em agar Muller Hinton. Cada placa foi dividida em 11 campos nos quais foram
distribuidos os discos, considerando uma distancia maior do que 15 mm até a lateral
da placa e de modo a nao sobrepor as zonas de inibicdo. Os discos foram
preparados com papel filtro de 6 mm de didmetro, embebidos em 20 uL do EHBM,
nas diferentes concentragdes testadas, ou em 20 uL das solugdes controle.

As placas de Petri foram incubadas em estufa a 36 °C, por 24 e 48h,
sendo entdo analisada a presencga de halo de inibicdo e a concentracdo minima

passivel de limitar o desenvolvimento das colénias bacterianas.



Figura 5 -(1) Homogeneizagdo do microrganismo. (2) Suspensdo do
microrganismo. (3) e (4) Suspensdo microbiana sendo semeada
em placas de agar Muller-Hinton. (5) Confecgéo dos pogos no agar
(6) Adigcao das substancias-teste nos pogos.
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4.5 DESENVOLVIMENTO DAS FORMAS FARMACEUTICAS
4.5.1 Estudos de pré-formulacao

O desenvolvimento das formulagbes empregadas nesta pesquisa, gel
do EHBM a 10 % (gel tratamento), gel de digluconato de clorexidina a 2 % (controle
positivo) e gel placebo foram manipuladas com hidroxietilcelulose (Natrosol®,
PharmaSpecial® — Sdo Paulo — Brasil), no Laboratério de Farmacotécnica Alopatica
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UEPG (Tabela 1). Os géis foram
elaborados utilizando os procedimentos preconizados de desinfecgao e anti-sepsia
(Appel, Reus® 2005, Thompson®® 2006).

As formulagdes foram acondicionadas em frascos de polietileno e
codificadas para o mascaramento, sendo também submetidas aos ensaios de

controle da qualidade.

Tabela 1 — Formulagéo dos géis empregados na pesquisa

Gel Gel Controle Gel Controle
Matéria-prima Tratamento Positivo Negativo
EHBM (%) 10 . -
Digluconato de clorexidina (%) - 2 .
Flavorizante de Cereja (%) 0,50 0,50 0,50
Propilenoglicol (%) 5 5 5
Solugao Corante Marrom a 10% 1 1 1
Hidroxietilcelulose (%) 3 3 3
Metilparabeno (%) 0,15 0,15 0,15
Solugao de hidréxido de sodio a 20% gq.s. pH 6,50 pH 6,50 pH 6,50
Agua Purificada q.s.p 100 g 100 g 100 g

(ausente na formulagao)
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4.5.2 Controle da qualidade das formas farmacéuticas
4.5.2.1 Determinacéao dos valores de pH

Os valores do pH foram obtidos em triplicata com um potenciémetro
digital DMPH-2 (Digimed®, Sdo Paulo, Brasil) previamente calibrado (Farmacopéia °’
1988). Considerando os valores obtidos nessa determinagao, as formulagcbes foram
ajustadas para um valor de pH de 6,50 com uma solu¢do de hidroxido de sédio a
20 % (m/V).

4.5.2.2 Determinacao da densidade absoluta

A determinacao da densidade relativa foi feita utilizando o método do
picndmetro (triplicata). Para o calculo da densidade absoluta em g mL™" foi adotada a

equacao 2 (Farmacopéia °' 1988).

1y = 0,99703.d; +0,0012 (2)

4.5.2.3 Determinagéo da consisténcia

A consisténcia foi estabelecida por meio do escoamento. A massa de
1,0 g de cada formulacao foi depositada sobre uma placa de vidro. Uma segunda
placa (750 g) foi colocada de forma paralela sobre a primeira. Apés 5 minutos, o
diametro do halo resultante da aplicagdo da forga foi mensurado com régua

graduada em milimetros (Laufer Neto et al.®® 2006).
4.5.2.4 Avaliagdo microbiologica

Para esta analise foi utilizado o kit Newplus | (Newprov®, Pinhais —
Brasil). Os géis foram transferidos, para o caldo Letheen (9,0 mL), para inativar o
sistema conservante. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL da suspensao e colocado
nos meios Agar Letheen, Mac Conkey e Sabouraud dextrose. As placas contendo os

meios Agar Letheen e Mac Conkey foram incubadas em estufa (35 + 0,5 °C), por 24
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e 48 h. As placas com o meio Agar Sabouraud dextrose foram mantidas em
temperatura ambiente por 10 dias. Apos os periodos determinados, foi avaliado o
crescimento bacteriano e fungico (Pinto et al.%® 2003).

Depois de finalizadas as analises de controle da qualidade, os géis
foram acondicionados em seringas opacas de 5 mL para entdo, serem distribuidas

aos voluntarios da pesquisa.
4.6 ESTUDO CLINICO
4.6.1 Selegcao da amostra

Foram recrutados 30 individuos de ambos os géneros, académicos
de diferentes cursos de graduagdo da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Como critério de inclusdo os pacientes deveriam ser maiores de 18 anos (entre 18 —
30 anos), possuir pelo menos 24 dentes e no minimo 1 molar e 1 pré-molar por
sextante, ndo apresentar periodontite (perda clinica de inser¢gdgo > 3 mm,
profundidade de sondagem > 4 mm com supuragao e/ou sangramento a sondagem).
Nao foram selecionados gestantes, pacientes com doengas periodontais agudas,
com doencgas sistémicas associadas a doencga periodontal, que fizeram uso de
antibidticos nos ultimos 6 meses ou uso cronico de anti-inflamatoérios, que foram
submetidos a tratamento periodontal no ultimo ano, portadores de aparelho
ortodéntico, lesdes cariosas extensas, coroas totais ou préteses fixas envolvendo
molares e pré-molares. Todos os exames foram realizados por um examinador
previamente treinado e calibrado.

A metodologia aplicada nesse estudo utiliza um método que exclui a
agao mecanica de escovagao e uso do fio dental nos dentes 15, 16, 35 e 36 com a

utilizagcado de moldeiras parciais de polivinila.
4.6.2 Procedimentos clinicos — fase preliminar

Foi realizado um exame preliminar para a selegcao dos voluntarios. Os
individuos incluidos no estudo foram submetidos a moldagens parciais (dentes 15,16
e 35,36), para obtencdao de modelos de gesso. Sobre os modelos parciais,

confeccionou-se previamente uma placa de alivio com uma I|admina de
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polivinilacetato com 0,5 mm de espessura (plastificador a vacuo). Esta placa
recobriu toda a area dental, atingindo 2 mm além da margem gengival nas faces
vestibular e lingual, com o objetivo de fornecer um espaco, para manter o gel em
contato com os dentes e a gengiva (Figura 6A). Sobre esta placa de alivio foi
confeccionada uma segunda moldeira de polivinilacetato com 2 mm de espessura
para facilitar a aplicacdo das substancias (Figura 6B) (Nogueira Filho et al.** 2000,
Pannuti et al.®® 2003).

Nesta fase, os voluntarios foram submetidos a dois procedimentos
(um por semana) de profilaxia com jato de bicarbonato de sddio, com o objetivo de
reduzir o biofilme dental.

Os participantes foram submetidos a 3 tratamentos em um modelo
cruzado duplo cego (Figura 7): Tratamento 1- Gel do extrato hidroalcodlico bruto de
Malva sylvestris a 10%; Tratamento 2- Gel de clorexidina a 2% (controle positivo);
Tratamento 3- placebo- gel de hidroxietilcelulose a 3%. O periodo de tratamento foi
de 15 dias com um washout (intervalo entre cada tratamento) de 10 dias (Nogueira
Filho et al.%* 2000).

Os voluntarios receberam um “kit” individual (Figura 8) contendo duas
moldeiras parciais individuais (dentes 15,16 e 35,36) em um recipiente préprio para
o acondicionamento, uma escova dental, um dentifricio e seringas descartaveis de
5mL contendo o gel a ser utilizado. Os individuos foram instruidos a abster-se de
qualquer meio de enxaguatério, manter os mesmos métodos de higiene bucal nas
outras regides da boca e nao alterar a dieta. Foram recomendadas trés escovagoes
diarias, sendo que nestas, deve-se aplicar o gel nas moldeiras em uma quantidade
que cubra toda a coroa dental, sendo esta mantida em posicdo durante todo o
procedimento de escovacéo (Figura 9) (Nogueira Filho et al.** 2000, Pannuti et al.®®
2003).

4.6.3 Parametros clinicos avaliados
4.6.3.1 indice de placa
O indice de placa de Silness e Loe % (1964) foi utilizado para verificar

o biofilme dental presente nas faces vestibular e lingual dos dentes tratados e

controle. Esse método baseia-se nos seguintes escores: 0- Auséncia de biofilme



44

visivel ou detectado com sonda; 1- Biofilme dental préximo a margem gengival
visivel com o uso da sonda periodontal; 2- Acumulo moderado de biofilme dental,
detectado no exame visual, proximo a margem gengival e sem ultrapassar 1/3 do
dente; 3- Grande acumulo de biofilme na superficie dental, ultrapassando 2/3 da
face analisada. Para as faces proximais, verificou-se a presenca ou auséncia do

biofilme.
4.6.3.2 indice de sangramento marginal

A inflamagao gengival foi avaliada através do indice de sangramento
marginal (Mombelli et al.” 1987) de acordo com os escores: 0- sem sangramento
quando se passa a sonda na margem gengival; 1- pontos isolados de sangramento;
2- sangramento forma uma linha continua na margem cervical; 3- sangramento
abundante (Figura 10). Para a verificagdo do sangramento marginal das faces
vestibulares e linguais, a sonda periodontal (Williams, Millenium® S&o Paulo, Brasil),
recebeu inclinagdo de 60° em relagao ao longo eixo do elemento dental percorrendo
toda a margem gengival (Van der Weijden et al.®® 1994). Para as faces proximais
analisou-se a presencga ou auséncia do sangramento marginal a sondagem.

Todos os registros foram realizados sob as mesmas condicbes e

anotados em fichas confeccionadas para o estudo (Apéndice A).
4.6.4 Avaliagao do volume do fluido gengival

O fluido gengival foi coletado (duas coletas por dente) sempre na
porcdo central da face vestibular e lingual/palatina (totalizando 08 coletas por
paciente em cada exame do estudo). Utilizou-se tiras de papel filtro (Whatman grau
I) de 2x15mm. Apds a area ter sido seca e o biofilme dental removido, as tiras foram
inseridas 1 mm abaixo da margem gengival e permanecendo por 30 segundos
(Figura 11). As tiras foram armazenadas em frascos plasticos e em seguida coradas
com solugdo alcodlica de ninhidrina a 0,2%. As tiras foram fotografadas e as
imagens analisadas com um programa computador (Image Pro Plus® Version
4.5.0.29, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) para determinagdo da

quantidade de fluido absorvido em mm? (Chioca et al.®® 2005).
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4.6.5 Calibragdo do examinador

Previamente a fase experimental, o examinador foi treinado e
calibrado para o indice de placa. Durante o periodo de treinamento e calibracao
foram examinados 8 pacientes, de ambos os géneros, com idades entre 18 e 30
anos, com condicdes semelhantes aos voluntarios selecionados para a pesquisa. O
indice foi aplicado nas faces vestibulares e linguais dos pré-molares e molares em
dois momentos com intervalo de 20 minutos. Para o indice de sangramento n&o foi
realizada calibracdo, devido a tendéncia do sangramento ser aumentado pela
sondagem repetida no mesmo local. Portanto, para o indice de sangramento foi
realizado um treinamento através de projecao de fotos clinicas e discussao dos
parametros com um segundo examinador (8 pacientes com as mesmas condigdes

da pesquisa).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A concordancia intra-examinador do indice de placa (variavel ordinal)
foi testada com o teste Kappa ponderado. Previamente a analise estatistica, a
normalidade dos dados foi testada com o teste de Shapiro-Wilks, sendo evidenciada
uma distribuicdo ndo normal (Apéndice B). Desta forma, optou-se pela aplicacéo de
modelos ndo paramétricos.

As comparacdes entre os parametros clinicos (indice de placa,
sangramento marginal e quantidade de fluido gengival) inicial e final entre os grupos
(inter-grupos) foi realizada com o teste de Friedman para dados pareados, se
encontradas diferencas significativas, as comparagdes multiplas seriam realizadas
como o pos-teste de Dunn. As comparagdes entre os parametros clinicos iniciais e
finais (intra-grupo) foi realizada com o teste de Wilcoxon. O individuo foi utilizado
como unidade amostral.

Para as comparagdes dos parametros clinicos, presenca de biofilme
e sangramento marginal (presenca ou auséncia) nas faces interproximais, os
individuos foram classificados em escores de acordo com a prevaléncia de sitios
positivos, sendo: Escore 1- Sitios positivos < 25% (baixa prevaléncia); Escore 2-

25% < Sitios positivos < 75% (prevaléncia moderada) e Escore 3- Sitios positivos =
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75% (alta prevaléncia). As comparagdes inter e intra-grupos foram realizadas da
mesma forma como descrito anteriormente.

O nivel de significancia adotado foi de 5% (a=0,05). Todos os
calculos foram realizados com os pacotes estatisticos SPSS (Statistical Package for
the Social Science) versao 17.0 (SPSS Inc Chigaco lllinois USA) e GraphPad Prism
versao 5.00 for Windows (GraphPad Software. Sao Diego, Califérnia, USA).

Figura 6 - (A) Placa de alivio de polivinilacetato com 0,5mm de
espessura, confeccionada sobre o modelo de gesso,
sendo o alivio para a confecgao da moldeira individual.
(B) Moldeira parcial (dentes 15 e 16; 35 e 36) individual
de polivinilacetato com 2,0 mm de espessura.
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Figura 7 — Desenho experimental do estudo clinico.
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Figura 8 - “Kit Individual”: (A) Moldeiras individuais
acondicionadas em porta moldeiras (B) seringa
contendo o gel a ser utilizado (C) e (D) escova
dental e dentifricio padronizados.

Figura 9- Moldeira em posicdo na boca, envolvendo 2 mm
além da margem gengival observando-se o contato
do gel com o dente e a gengiva.



Figura 10 — indice de sangramento marginal & sondagem.

Figura 11 - Coleta do fluido gengival com papel filtro 1 mm
abaixo da margem gengival por 30 segundos.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO FITOQUIMICO

5.1.1 Marcha sistematica fitoquimica

5.1.1.1 Ensaios fitoquimicos qualitativos

A Tabela 2 sumariza os metabdlitos secundarios presentes nas folhas de M.

sylvestris, analisados a partir das fragdes provenientes do EHBM.

Tabela 2 - Pesquisa de metabdlitos secundarios no EHB de M. sylvestris

RESULTADOS
FHEX FCLOR FETAC FHAR

METABOLITO SECUNDARIO

Esterdides e/ou Triterpenos
- Reagéo de Liberman-Bouchard (+) (+) =) --=-
Cumarinas -) (+) (+) (+)
Alcaléides
- Reagao com reativo de Dragendorff ) ) -)
- Reagao com reativo de Mayer =) =) )
- Reag&o com reativo de Bouchardat (-) (=) =) -)
) =)
) (+)

- Reacgao com reativo de Bertrand

)
Glicosideos antraquindnicos (+)
Glicosideos flavonicos
- Reacédo de Shinoda

- Reacéo oxalo-bodrica

- Reacédo de Pacheco

- Reac&o com zinco
Glicosideos saponinicos ~  ——— e
Taninos

- Reagéo com Cloreto Férrico1% === e e
- Reacdo com &cido nittoso  ~ —ee—m e e
- Reagdo com gelatnaa2,5% e emeem e (+

- Reagédo com sulfato de ferro amoniacal 5%  -—-—- —— (+

() negativo; (+) positivo; (---) ndo testado.
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As fracbes apolares, submetidas a reacdo de Liebermann-Burchard para
esterdides e/ou triterpenos (Farnsworth®® 1966), demonstraram resultado positivo,
apresentando uma coloragado rosada. Para a pesquisa de alcaldides, todas as
fracdbes do extrato hidroetandlico ndo indicaram a formagao de precipitados
caracteristicos (Evans51 1989). A reagdo de Borntrager para glicosideos
antraquindnicos (Evans51 1989) revelou a formagao da coloragdao avermelhada que
assinala a presencga desse metabdlito.

Para cumarinas, foi observado o desenvolvimento de fluorescéncia na camara
de ultravioleta (365 nm) (Harborne® 1998), a partir das fracdes cloroférmio, acetato
de etila e hidroalcodlica residual. A presenga de glicosideos flavénicos foi
determinada a partir de quatro diferentes reagdes. Durante as avaliagdes, observou-
se que a fragao hidroalcodlica residual submetida as reacdes de Shinoda, oxalo-
borica e Pacheco, apresentou resultado positivo, indicando a ocorréncia de
glicosideos flavénicos no EHBM.

A nao formacado de espuma nas fracbes acetato de etila e hidroalcodlica
residual caracterizou a auséncia de glicosideos saponinicos (Simdes et al.*® 2004).
Os ensaios qualitativos com gelatina, cloreto férrico, sulfato de ferro amoniacal
(Harborne®® 1998, Simées et al.*® 2004) comprovaram a presenca de taninos no
EHBM.

Considerando os resultados dos ensaios fitoquimicos qualitativos, o estudo
quantitativo do EHBM foi conduzido para as mucilagens (metabdlito primario), para
os compostos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides e taninos) e para as cumarinas

(metabdlitos secundarios).
5.1.1.2 Ensaios fitoquimicos quantitativos
Os teores das mucilagens, compostos fendlicos totais e cumarinas obtidos por

meio do estudo quantitativo do EBHM para M. sylvestris avaliada, estdo expressos

na Tabela 3.
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Tabela 3 - Estudo quantitativo dos metabdlitos primario e secundarios* (média e desvio padrao) para
M. sylvestris em estudo, a partir da avaliagdo do EHBM

Metabdlito Resultados

Mucilagem 12,6 + 0,3 g/100 g planta seca

Fendlicos Totais 137,26 £ 18,81 mg EAG*/100 g
planta seca

Cumarinas 293,97 + 22,45 mg/100 g planta seca

* Triplicata, * EAG (equivalente de acido galico)
5.2 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS
5.2.1 Atividade Antioxidante Total
Os resultados da avaliagao da capacidade antioxidante do EHBM e

do gel de malva a 10%, utilizando o método do fosfomolibdénio foram expressos na

forma de atividade antioxidante relativa (AAR¢,) na tabela 4.

Tabela 4 — Atividade antioxidante total (média e desvio padrdo) do EHBM* e do gel tratamento*

Amostras AARy,
EHBM 5,75+1,38
Gel de hidroxietilcelulose contendo 10% de EHBM 26,30+0,04
* Triplicata

A média AARy, do EBHM foi igual a 5,75% e do gel tratamento,
26,30%, em relagcdo a 100% do total de atividade antioxidante atribuida ao acido

ascorbico.

5.2.2 Atividade Antimicrobiana

O EHBM néao apresentou de acordo com metodologia empregada

agao antimicrobiana contra as cepas de S. aureus, E. coli, S. mutans e S. mitis. Nao
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foi observada a formacédo de halo de inibicdo tanto para o método da difusdo em

disco quanto para a técnica da perfuragdo no agar.

5.3 DESENVOLVIMENTO DAS FORMAS FARMACEUTICAS

5.3.1 Controle da qualidade das formas farmacéuticas

5.3.1.1 Determinacgao dos valores de pH

A tabela 5 resume os resultados encontrados no teste fisico-quimico
de pH.

Tabela 5 — Analises fisico-quimicas de pH* (média e desvio padréo) das formulagdes

Sem Apoés
Formulagoées empregadas na pesquisa corregao correcao de
de pH pH
Gel de malva 10% 4,66 £+0,32 6,50 £0,30
Gel de clorexidina 2% 5,81 £0,25 6,50 0,27
Gel de hidroxietilcelulose 3% 5,61 +0,28 6,50 £0,25

*Triplicata

5.3.1.2 Determinacgao da densidade absoluta

A tabela 6 mostra os resultados relativos a densidade absoluta (u2o).

Tabela 6 — Anadlises de densidade absoluta* (média e desvio padrao) das formulagdes

Densidade
Formulagées empregadas na pesquisa Abs(c;l:{a_1§pzo)
Gel de malva 10% 1,09 £0,05
Gel de clorexidina 2% 1,02 £0,07
Gel de hidroxietilcelulose 3% 1,05 £0,04

*Triplicata
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5.3.1.3 Determinagao da consisténcia

Os resultados obtidos nos ensaios de consisténcia sdo apresentados

na tabela 7.

Tabela 7 — Andlises de consisténcia* (média e desvio padréo) das formulagdes

Formulagées empregadas na pesquisa Consisténcia
(mm)

Gel de malva 10% 64 + 3,1

Gel de clorexidina 2% 62 +2,6

Gel de hidroxietilcelulose 3% 58 +2,2

*Triplicata

5.3.1.4 Avaliagdo microbiologica

N&o se observou crescimento bacteriano ou fungico nos meios de
cultura utilizados para todas as formulagdes, indicando a adequacdo ao uso
proposto na pesquisa.

As caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas das formulagdes

caracterizam e aprovam as formulagbes para o uso proposto.

5.4 ESTUDO CLINICO

Do total de 30 pacientes, 5 foram excluidos, sendo que 3 néo
cumpriram o protocolo experimental determinado e 2 n&o retornaram para a
segunda avaliacdo. Nao foi observado nenhum efeito adverso com o uso das

substancias durantes as fases experimentais.
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5.4.1 Analise dos parametros clinicos

5.4.1.1 Concordancia intra-examinador

Os resultados da analise de reprodutibilidade intra-examinador para
a avaliagéo do biofilme dental sdo apresentados na tabelas 8 e 9.

Tabela 8 - Teste Kappa para o indice de placa (Lée & Silness) nas faces vestibular e lingual.
Concordancia intra-examinador realizado em dois exames com intervalo de 20 minutos

Avaliagéo -2
ESCORES 0 1 2 3 Total
0 33 0 0 0 33
9 1 18 43 0 0 61
On
-% 2 0 11 59 0 70
>
< 3 0 0 12 16 28
Total 51 54 71 16 192

K=0,703 — Concordancia considerada boa.

Tabela 9 - Teste Kappa para o indice de placa (presenga e auséncia) nas faces proximais.
Concordancia intra-examinador realizado em dois exames com intervalo de 20 minutos

Avaliagao -2
‘g ESCORES 0 1 Total
E 0 29 2 31
:(g 1 22 331 353
Total 51 333 384

K=0,675 — Concordancia considerada boa
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5.4.1.2 indice de placa

O resultado da andlise do indice de placa nos diferentes grupos
experimentais estdo expressos nos graficos 1, 2, 3 e 4.

Os resultados mostraram que o indice de placa final de todas as
faces (vestibular e lingual) e também com as mesmas analisadas separadamente foi
semelhante. O grupo tratado com clorexidina apresentou os menores valores, néao
sendo observadas diferengas entre os grupos placebo e malva.

O grafico 4 apresenta os dados referentes a presencga de biofilme nas
faces proximais. Os voluntarios foram classificados de acordo com a prevaléncia de
sitios com presenca de biofilme, sendo estabelecidos os escores de presenca de
biofime (EPB): EPB- 1: presenca de biofilme < 25% dos sitios; EPB- 2: 25% <
presenga de biofilme < 75% dos sitios e EPB- 3: Presenga de biofilme = 75% dos
sitios. Foi possivel verificar um aumento da prevaléncia dos sitios com biofilme nos

grupos placebo e clorexidina, ndo sendo observado no grupo tratado com malva.

1.5+
3 IPL-Inicial
- Pe0.000T Bl |PL-Final
9 1.0- *p<0,0001 p<0,0001
o gt *
q>
°
]
5 059 =
c — —
O.G ] ] 1
Placebo Malva Clx

Grafico 1- Média e erro padrédo dos valores do indice de placa (IPL) inicial e final
para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de malva 10% e Gel de
clorexidina 2% (ClIx). Comparacgdo inter-grupo: IPL inicial- p=0,7301
(diferenga néo significativa); IPL final- p=0,0056 (diferenca significativa),
*p<0,01 em comparagdo ao placebo (Teste de Friedman com pds teste
de Dunn). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), **diferenca
estatistica significativa entre os valores do indice de placa inicial e final
(Teste de Wilcoxon).
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Grafico 2- Média e erro padrao dos valores do indice de placa (IPL) inicial e final
na face vestibular para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de
malva 10% e Gel de clorexidina 2% (Clx). Comparacao inter-grupo: IPL
inicial- p=0,3281 (diferenca n&o significativa); IPL final- p=0,0175
(diferenca significativa), *p<0,05 em comparagédo com placebo (Teste
de Friedman com po6s teste de Dunn). Intra-grupo (inicial e final no
mesmo grupo), **diferenca estatistica significativa entre os valores do
indice de placa inicial e final (Teste de Wilcoxon).

1.5+
3 IPL-Inicial
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Grafico 3- Média e erro padrédo dos valores do indice de placa (IPL) inicial e final na
face lingual para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de malva
10% e Gel de clorexidina 2% (Clx). Comparacao inter-grupo: IPL inicial-
p<0,0001 (diferenca significativa), #p<0,01 em comparagao com placebo e
malva; IPL final- p=0,0355 (diferenca significativa), *p<0,05 em
comparacédo com placebo (Teste de Friedman com pds teste de Dunn).
Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), **diferenca estatistica
significativa entre os valores do indice de placa inicial e final (Teste de
Wilcoxon).
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Grafico 4- Média e erro padrao dos valores dos escores de presencga de biofilme
interproximal de acordo com o numero de sitios, sendo: 1- Presenca
Biofilme < 25% (nenhum ou pouco sitios com presenga de biofiime); 2-
25%<Presenca de biofiime<75% (moderado) e 3-Presengca de
Biofilme>75% (muitos sitios com presenca de Biofilme). Escores de
presenca de biofiime (EPB) inicial e final nas faces proximais para os
diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de malva 10% e Gel de
clorexidina 2% (CIx). Comparagéo inter-grupo: EPB inicial- p=0,5836
(diferengca nao significativa). EPB final- p=04966 (Teste de Friedman).
Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), *diferenca estatistica
significativa entre EPB inicial e final (Teste de Wilcoxon).

5.4.1.3 indice de sangramento marginal

O resultado da analise do indice de sangramento marginal nos
diferentes grupos experimentais esta expresso nos graficos 5, 6, 7 e 8.

Os resultados mostraram que o indice de sangramento marginal final
de todas as faces (vestibular e lingual) e também com as mesmas analisadas
separadamente foram semelhantes, sem diferengas significativas entre os grupos.

O grafico 8 apresenta os dados referentes a presenca de
sangramento marginal nas faces proximais. Os voluntarios foram classificados de
acordo com a prevaléncia de sitios com presenca de sangramento marginal, sendo
estabelecidos os escores de presenca de sangramento marginal (EPSM): EPSM 1-
Presenca de sangramento marginal < 25% (nenhum ou pouco sitios com presenga
de sangramento); EPSM 2- 25% < Presencga de sangramento < 75% (moderado) e
EPSM 3- Presenga de sangramento = 75% (muitos sitios com presenca de
sangramento). Ndo sendo encontradas diferengas entre os grupos quanto a

prevaléncia de sangramento marginal.
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Grafico 5- Média e erro padrdo dos valores do indice de sangramento marginal
(ISM) inicial e final para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel de
malva 10% e Gel de clorexidina 2% (CIx). Comparagéao inter-grupo: ISM
inicial- p=0,5849 (diferenga n&o significativa); ISM final- p=0,2972
(diferenga néo significativa) (Teste de Friedman). Intra-grupo (inicial e
final no mesmo grupo), diferenga estatistica ndo significativa entre os
valores do indice de sagramento marginal inicial e final (Teste de

Wilcoxon).
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Grafico 6- Média e erro padrao dos valores do indice de sagramento marginal (ISM)
inicial e final na face vestibular para os diferentes tratamentos: Gel
placebo, Gel de malva 10% e Gel de clorexidina 2% (Clx). Comparacéo
inter-grupo: ISM inicial- p=0,6570 (diferengca nao significativa); ISM final-
p=0,1626 (diferengca nao significativa) (Teste de Friedman com pés teste
de Dunn). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), *diferenga
estatistica  significativa entre os valores do indice de sangramento
marginal inicial e final (Teste de Wilcoxon).
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Grafico 7- Média e erro padréo dos valores do indice de sagramento marginal (ISM)
inicial e final na face lingual para os diferentes tratamentos: Gel placebo,
Gel de malva 10% e Gel de clorexidina 2% (CIx). Comparagéo inter-grupo:
ISM inicial- p=0,1085 (diferenga nao significativa); ISM final- p=0,4189
(diferenga néo significativa) (Teste de Friedman com pés teste de Dunn).
Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), diferenga estatistica néo
significativa entre os valores do indice de sangramento marginal inicial e
final (Teste de Wilcoxon).
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Grafico 8- Média e erro padrao dos valores dos escores de presenca de sangramento
marginal interproximal de acordo com o numero de sitios, sendo: 1- Presenga
de Sangramento Marginal < 25% (nenhum ou pouco sitios com presenga de
sangramento); 2- 25%<Presenga de Sangramento<75% (moderado)e
3-Presenga de Sangramento>75% (muitos sitios com presenga de
Sangramento). Escores de presenca de sangramento marginal (EPSM) inicial
e final nas faces proximais para os diferentes tratamentos: Gel placebo, Gel
de malva 10% e Gel de clorexidina 2% (CIx). Comparacao inter-grupo: EPSM
inicial- p=0,8669 (diferenga néo significativa). EPSM final- p=0,7788 (Teste de
Friedman). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), diferenca estatistica
nao significativa entre EPSM inicial e final (Teste de Wilcoxon).
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N&o foram encontradas diferengas estatisticas significantes para a
inflamagdo gengival apdés o periodo de tratamento (15 dias) entre os grupos
experimentais tanto na regiao vestibular quanto na regido lingual/palatina nos dentes

tratados.
5.4.2 Avaliagao do volume do fluido gengival
Os resultados da analise da quantidade de fluido gengival absorvido

nas tiras (mm?) sdo apresentados no grafico 9. Nao foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos, considerando a analise intra-grupo e inter-grupo.
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Grafico 9- Média e erro padrédo do volume de fluido gengival (mmz) absorvido em
papel filtro. Valores inicial e final para os diferentes tratamentos: Gel
placebo, Gel de malva 10% e Gel de clorexidina 2% (Clx). Comparacgao
inter-grupo: Inicial- p=0,1409 (diferenga n&o significativa); Final-
p=0,9608 (diferengca ndo significativa) (Teste de Friedman com poés
teste de Dunn). Intra-grupo (inicial e final no mesmo grupo), diferenca
estatistica n&o significativa entre os volumes de fluido gengival inicial e
final (Teste de Wilcoxon).



6 DISCUSSAO

Com o objetivo de evidenciar as substancias (metabdlitos
secundarios/primarios) responsaveis pelas a¢des farmacologicas da droga vegetal
M. sylvestris, realizou-se a analise fitoquimica qualitativa e quantitativa. No presente
estudo, a presenga dos metabdlitos secundarios esterdides e/ou ftriterpenos,
cumarinas, antraquinonas, flavonoides e taninos (compostos fendlicos) foram
confirmados no EHBM. Estes resultados estdo de acordo com os relatos da
literatura, nos quais € possivel verificar que os esterdides, particularmente o
campesterol, estigmasterol e y-sitosterol estdo presentes na M. sylvestris (Conforti et
al.*?> 2008). Os terpendides estdo relacionados & atividade antibacteriana (Samy,
Gopalakrishnakone™® 2008), bem como o sitosterol e o estigmasterol tém sido
empregados como matérias-primas para a industria farmacéutica, na obtencao de
anti-inflamatérios esteroidais (Bruneton”' 1991).

Os ensaios efetuados para taninos e glicosideos flavonicos, que
revelaram a formacdo de complexos insoluveis, a presenca de precipitados
caracteristicos ou o aparecimento de coloragdes especificas, determinando
positividade para esses metabdlitos no EHBM, concordam com as evidéncias
relatadas no estudo de Conforti et al.*? (2008) que quantificou esses metabdlitos a
partir de um extrato hidroalcodlico de malva. Os taninos sido substancias que
auxiliam no processo cicatricial (feridas, queimaduras) e inflamagbes através da
formacao de uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo)
sobre a mucosa/pele danificada, ocorrendo abaixo desta, a reestruturagdo do
epitélio e formagdo de vasos (Santos, Mello’? 2004). O crescimento de fungos,
bactérias e virus foi inibido pelos taninos e verificou-se também suas propriedades
antimicrobianas (Cowan” 1999). Os flavondides, a partir da sua diversidade
estrutural, possuem atividade antitumoral, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antiviral,
antioxidante, entre outras (Zuanazzi, Montanha’* 2007, Samy, Gopalakrishnakone®
2008).

Os ensaios para identificar a presenca de cumarinas e glicosideos
antraquinénicos no EHBM demonstraram resultados positivos. As cumarinas sao
amplamente distribuidas nos vegetais e possuem diversas propriedades
farmacoldgicas, como atividade imunossupressora, vasodilatadora,

antiespasmaodica, antimicrobiana e antiviral (Kuster, Rocha’® 2004, Samy,
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Gopalakrishnakone™ 2008). As antraquinonas possuem atividade laxante
predominante, além de efeito potencial como antibacteriano, antifungico, antiviral e
antitumoral (Simdes et al.*® 2004).

Ponderando as informacdes relatadas nos trabalhos prévios, é
possivel afirmar que os resultados obtidos por meio do screening fitoquimico para as
fragbes procedentes do EHBM estd em conformidade com os metabdlitos
secundarios usualmente evidenciados para a espécie vegetal M. sylvestris. Além
disso, é possivel postular o potencial efeito anti-inflamatério e/ou antimicrobiano da
espécie no caso especifico de afecgcdes bucais, como a gengivite e a periodontite.

O resultado do estudo fitoquimico quantitativo obtido para as
mucilagens esta condizente com a literatura, que relata a presenga em torno de 10-
20% desse polissacarideo heterogéneo na espécie M. sylvestris (Lorenzi, Abreu
Matos® 2008). As mucilagens sdo constituintes naturais do vegetal e apresentam
acao anti-inflamatéria e protetora das mucosas digestiva, respiratéria e cuténea
(Alonso® 1998). O revestimento protetor formado pelas mucilagens, devido a sua
natureza coloidal, atua impedindo a acao de substancias irritantes e de bactérias
sobre a mucosa (Schulz et al.”® 2002).

Em comparagdo com os valores obtidos para as mucilagens,
resultados menos expressivos, na ordem de miligramas, foram verificados na
quantificacdo de compostos fendlicos e de cumarinas. Entretanto, essas
quantidades presentes desses metabdlitos secundarios sdo passiveis de gerar
respostas bioldgicas, como as mencionadas anteriormente.

Os teores reduzidos de substancias fendlicas (137,26 mg EAG/100 g
de planta seca) observados nesta pesquisa estdo de acordo com os estudos de
Asolini et al.”” (2006) e de Conforti et al.** (2008) que quantificaram esses
compostos por meio do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando o
acido galico como padrao de referéncia.

Diversas alteragdes patoldgicas da cavidade bucal, como o cancer
bucal, estdo relacionadas ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo leva a danos
em lipideos, DNA, proteinas e organelas celulares, provocando alteragbes da
estrutura e fungado celulares, que podem resultar no desenvolvimento de cancer,
envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares, entre outras. O consumo de
substancias antioxidantes naturais (presentes nas plantas) pode inibir a formacao de

radicais livres (substancias reativas) e estdo associados a uma menor incidéncia de
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eventos relacionados ao estresse oxidativo. Os antioxidantes ndo enzimaticos
incluem o acido ascérbico, a vitamina E, os carotendides e os compostos fendlicos
(Asolini et al.”” 2006, Lima et al.”®20086).

A atividade antioxidante do EHBM e do gel de hidroxietilcelulose com
10% de EHBM, empregado no estudo clinico, foi avaliado pelo método
fosfomolibdénico. O ensaio do fosfomolibdénio ou de redugdo do complexo
fosfomolibdénico tem sido utilizado para avaliar a capacidade antioxidante total de
diversas substancias, a partir da redugcdo do molibdénio (VI) (Mo*®) para molibdénio
(V) (Mo*), com a formacdo de um complexo fosfato-Mo*® de coloragdo verde, em
pH acido (Prietto et al.>” 1999).

De acordo com os resultados apresentados, o EHBM e o gel
tratamento demonstraram uma pequena disponibilidade eletrénica capaz de reduzir
o complexo fosfomolibdénico, o que denota uma reduzida atividade antioxidante pelo
meétodo utilizado.

A atividade antioxidante de compostos vegetais pode ser atribuida a
varios mecanismos, entre elas, a capacidade sequestrante de radicais livres. Os
resultados obtidos no ensaio fosfomolibdénico, condizem com estudo de Ferreira et
al.”® (2006) que verificaram uma pequena atividade sequestrante (menor que 5%) de
radicais livres DPPH (1,1 —difenil-1,2-picril hidrazil) em um extrato hidroalcodlico de
malva.

Os compostos fendlicos presentes em vegetais sdo os principais
componentes com atividade antioxidante. A atividade antioxidante de compostos
fendlicos é atribuida as suas propriedades de Oxido-reducdo, que desempenham
importante papel na adsorcéo ou neutralizagdo de radicais livres (Lima et al.”® 2006).
Dessa forma, a reduzida atividade antioxidante observada pode ser justificada pela
pequena quantidade de compostos fendlicos detectados no EHBM.

O estudo da atividade antimicrobiana in vitro demonstrou que o
EHBM n&o possui agao antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, S. mutans e S.
mitis. Diferentemente destes resultados, Alves et al.®° (2009) observaram em sua
pesquisa que 0s microrganismos S. mutans e S. sobrinus foram sensiveis ao extrato
da malva. Entretanto, os resultados deste estudo condizem com a pesquisa de
Bonjar®’ (2004), o qual verificou que o extrato de malva ndo possui atividade
antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa, P. fluorescens, K. pneumoniae, S.

aureus, S. epidermidis, M. luteus, B. cereus. B. pumilus. Este resultado também esta



65

de acordo com o estudo de Souza et al.*® (2004) que observaram que os
microrganismos S. aureus, S. epidermidis, E. coli, B. subtilis, C. albicans e M. luteus
foram resistentes ao extrato metandlico de malva.

O efeito antiplaca e antigengivite do EHBM foi verificado utilizando-se
um modelo de gengivite experimental parcial em humanos, sendo os voluntarios
submetidos a todos os tratamentos do estudo, gel placebo, gel de clorexidina 2% e
gel de malva 10% em um modelo cruzado duplo-cego (Nogueira Filho et al. 2000).
Foi avaliado o indice de placa, o indice de sangramento marginal e o fluido gengival
inicial e final em cada etapa do estudo.

O indice de placa de Silness e L6e® (1964) é amplamente utilizado
na literatura, e foi escolhido para quantificar o acumulo de biofilme dental (Albert-
Kiszely et al.”® 2007, Baumgartner et al.®? 2009). Assim como outros indices, este
instrumento de avaliagdo apresenta certo grau de subjetividade. Portanto, para
assegurar a reprodutibilidade, as avaliagbes foram executadas por um Unico
examinador previamente calibrado, que obteve Kappa = 0,703. Nas faces proximais
foi analisada apenas a presenca e a auséncia do biofilme, sendo o Kappa = 0,675
(valores superiores a 0,60 sdo considerados adequados para ensaios clinicos).

A condicao gengival foi avaliada através de sangramento marginal a
sondagem, critério empregado também por outros estudos que avaliaram as
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias de agentes utilizados na forma de
gel e colutorios (Albert-Kiszely et al.'® 2007, Schiffner et al.®* 2007, Trombelli et al.®*
2008). Este indice foi escolhido porque se baseia em um achado clinico
(sangramento marginal), claramente definido de acordo com os critérios de Mombelli
et al.%” (1987). Todavia, a sondagem marginal inviabiliza a calibragdo, pois um
segundo exame, poderia causar um sangramento adicional, mascarando o
resultado. Desta forma, realizou-se apenas um treinamento clinico e nao a
calibrac&o prévia do examinador.

Em ambos os critérios de avaliacdo, optou-se pelo exame de
elementos especificos (15, 16, 35 e 36). Tais dentes foram selecionados por serem
dentes posteriores e ndo apresentarem interferéncia com a estética, tendo assim,
melhor aceitagcdo por parte dos voluntarios. Além disso, a redugcédo do numero de
dentes examinados possibilitou a realizacdo adequada de repetidos exames clinicos,
de forma mais rapida e com menor custo. Porém, deve-se considerar que o uso de

dentes especificos pode gerar viéses, devido a ampla variagdo do acumulo de placa
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e sangramento gengival em diferentes regides da denticdo. A utilizagdo de um
delineamento que exclui a agdo mecanica contribuiu para minimizar possiveis viéses
de se utilizar registros parciais (Salgado et al.®® 2006, Deinzer et al.2® 2007).

Uso do gel de malva a 10% foi baseado na literatura especifica da
area de fitoterapia, a qual estabelece uma concentragéo usual entre 2 a 10 % (m/m)
para produtos extrativos a partir de Malva sylvestris L. (Alonso39 1998, Bezerra,
Rebello®” 2001, Lima®® 2008). Com o objetivo de obter um efeito maximo a partir da
espécie vegetal, foi adotada a concentragdo de 10 % para o desenvolvimento de

estudo clinico.

Os agentes foram manipulados em gel aquoso de hidroxietilcelulose
a 3 % (m/m). Considerando que o extrato hidroalcodlico bruto de malva revela uma
composi¢ao fitoquimica complexa, e que o digluconato de clorexidina apresenta
caracteristicas catidnicas, a hidroxietilcelulose (Natrosol®, PharmaSpeciaI® - Séao
Paulo — Brasil) foi selecionada para a elaboragéo das formas farmacéuticas, uma
vez que se trata de um polimero celulésico ndo idnico, compativel com ambas as
substancias ativas mencionadas. O flavorizante (cereja) que foi utilizado com a
finalidade de mascarar o sabor das preparagdes, nao possuia qualquer atividade

antimicrobiana e/ou anti-inflamatéria (Appel, Reus®® 2005, Ferreira, Brand4o®® 2008).

Os resultados mostraram que o indice de placa final foi semelhante
entre os grupos tratados com malva e placebo. O grupo tratado com clorexidina
apresentou 0os menores valores. Inumeros estudos demonstraram a eficacia da
clorexidina na reducao e formacao do biofilme dental, sendo um antimicrobiano de
amplo espectro com alto poder desinfetante, sendo por isso utilizado como controle
positivo (Herrera et al.*’2007, Marinho, Aratjo *® 2007, Asokan et al.*'2009).

O grupo gel do EHBM 10% nao demonstrou diferengas estatisticas
no exame final do indice de placa quando comparado ao grupo placebo, ndo sendo
possivel observar atividade antimicrobiana da malva. Devido a falta de ensaios
clinicos com o objetivo de investigar o efeito de M. sylvestris sobre o biofilme dental
e inflamac&o gengival, os dados deste estudo clinico foram avaliados por meio de
inferéncias a estudos in vitro, apesar destes estudos nao reproduzirem exatamente
as condi¢des bucais. O ensaio da atividade antimicrobiana in vitro realizado nesta
pesquisa e os estudos de Souza et al.** (2004) e Bonjar®' (2004) demonstraram esta

pequena atividade antibacteriana de malva.
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Analisando-se os valores do indice de sangramento marginal, os
resultados foram semelhantes entre os grupos, sem diferengas significativas. Porém,
o grupo que utilizou malva teve uma tendéncia a baixos valores em comparagao
com placebo. Essa observacao vai ao encontro de outros estudos da literatura que
mostram propriedades anti-inflamatérias da planta (Bruneton’' 1991, Alonso®® 1998,
Lorenzi, Abreu Matos® 2008).

A analise da quantidade do fluido gengival absorvido nas tiras nao
mostrou diferencas entre os grupos, resultado que confirma os achados clinicos.
Para se estimar o volume coletado, foi utilizado o método colorimétrico com
ninhidrina 0,2% em solugdo alcodlica, medindo a area de absorcao do fluido em
mm?. Apesar de haver métodos mais sofisticados (eletrénico) para analise do fluido
gengival, Suppipat, Suppipat® (1977), compararam os métodos para a obtencdo do
volume do fluido quando coletado através de tiras de papel absorventes e
dispositivos eletrénicos. Os resultados mostraram uma relagao linear entre as duas
técnicas, concluindo que ambos sao eficazes na quantificacdo das amostras.

Alguns aspectos devem ser considerados na interpretacdo dos dados obtidos.
A sistematizacdo dos procedimentos, segundo a sequéncia pré-determinada pelos
pesquisadores, poderia melhorar o entendimento do voluntario no transcorrer da
pesquisa. Porém, por outro lado, pode também ter ocorrido um entusiasmo nas
primeiras fases e desmotivagdo nas fases finais. O efeito “Hawthorne” (Van der
Weijden, Hioe'” 2005) também pode ter tido algum tipo de influéncia. Este fenémeno
refere-se ao fato do voluntario melhorar suas atitudes, pelo simples fato de ter
conhecimento que esta participando de um estudo, e de alguma forma estar sob
qualquer tipo de avaliagao. Apesar dos voluntarios terem sido orientados a sempre
utilizarem a moldeira parcial para excluir a agdo mecanica da escova, € possivel que
devido o conhecimento prévio do horario de retorno, alguns voluntarios
deliberadamente poderiam ter utilizado a escova. Essa suspeita ocorreu, pois
mesmo apos a exclusao da agdo mecanica, os parametros clinicos permaneceram
baixos em todos os grupos. O modelo de estudo cruzado pode ter contribuido para
minimizar o efeito destas e outras varidveis ndo controlaveis (Salgado et al.®®> 2006).

A selegao de estudantes universitarios neste presente estudo, poderia ter
influenciado os resultados, visto que os mesmos apresentavam boa condigdo de
saude bucal inicial, com baixo indice de placa e auséncia de gengivite pré-existente.

Os resultados poderiam ser diferentes se tivessem sido incluidos individuos com
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doenga periodontal. Outro aspecto importante que pode ter tido influéncia
principalmente na inflamagao gengival foi o periodo experimental utilizado (15 dias).
Esse tempo é adequado para estudos que analisam a formacao de biofilme dental
(Kinane'? 2001, Bernimoulin'® 2003, Kolenbrander et al.>* 2006). No entanto, para a
indugao da inflamacgao gengival, esse periodo poderia nao ter sido suficiente (Loe et
al.** 1965, Nogueira Filho® 2000, Yates et al.*® 2003).

Nao foram observados efeitos adversos nos tecidos moles e/ou
manchamento nos dentes com o uso dos agentes utilizados. Portanto, o uso de

malva se mostrou seguro sem causar irritacéo aos tecidos.



7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia empregada, pode-se concluir que:

e 0 extrato hidroalcodlico bruto de malva apresentou em sua
composicado mucilagens (metabdlito primario), compostos fendlicos, cumarinas,
antraquinonas, esterdides/triterpenos (metabdlitos secundarios), sugerindo o efeito
anti-inflamatério de M. sylvestris L.;

e 0 extrato hidroalcodlico bruto de malva ndo apresentou atividade
antimicrobiana;

e 0 extrato hidroalcodlico bruto de malva possui uma reduzida
atividade antioxidante;

o O gel contendo o extrato hidroalcodlico de malva 10% nao
influenciou a formacéo de biofilme dental supragengival em comparagdo com o
placebo e clorexidina;

e O gel contendo o extrato hidroalcodlico de malva 10% néao

influenciou a inflamagao gengival em comparagéo com o placebo e clorexidina.
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APENDICE A — Modelo ficha clinica e coleta de dados



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA — CURSO DE ODONTOLOGIA

DISCIPLINA DE PERIODONTIA IN:
Nome: | Sexo:
Enderego:
Cidade: U.F. CEP: Fone:
Data de Nascimento Idade: Estado civil Profissdo:
ANAMNESE - HISTORICO | DATA: / / . | sim | NAO
1. Esta ou esteve em tratamento médico nos tltimos 6 meses?
2. Faz ou fez uso continuo de algum medicamento nos ltimos 6 meses?
3. |Quais? |
4. Algum tipo de alergia? | |
5. Quais? |
6. Alguma doenga sistémica? | |
7. Quais |
8. Hipertensdo?
9. Gravida?
10. | Usa anticoncepcionais?
11. | Fumante?
12. | Fez algum tratamento Odontolégico nos tltimos 6 meses?
13. | Motivo?
14. | N. de vezes que escova os dentes por dia?  [1() [20) [30) [40) [50) [+des()
15. | Tipo de escova? [Dura (1) [ Média () [ Macia ()
16. Técnica de escovagﬁo? I Horizontal ( ) I Bass () | Stillman ( ) | Fones ( ) | Outra ()
17. | Usa o fio dental?
18. | N. de vezes que usa o fio dental por dia? [Nenhuma () [Asvezes()  [1() [2() [3() [4() [5() [+de5()
19. | Usa creme dental?
20. | Usa alguma solugdo para bochecho?
21. |Qual? |
22. | Usa algum outro meio auxiliar para higienizagao bucal | |
23. | Quais? |
OBSERVACOES:
PRIMEIRA ETAPA
[ | F |indicedePlaca~ / / Tratamento: [ | F |indicedePlaca~ / / Tratamento:
DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27
IPL. \Y% 1P1.
L L
DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37
IPL. \% IPL. v
L
i | F [ indice de Gengival - / Tratamento: i | F |indice de Gengival— / / Tratamento:
DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27
IPL. \Y% 1P1.
L L
DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37
IPL. v IPL.
L L
1 | F [ Coleta de Fluido— / Tratamento: 1 | F | Coleta de Fluido— / / Tratamento:
DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27
IPL. v IPL.
L L
DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37
IPL. \Y% 1P1. v
L L
1| F JcoletadeBiofilme—// Tratamento: 1| £ ]ColetadeBiofilme—// Tratamento:
DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27
IP1 1Pl
L L
DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37
IPL. 1P1 \
L L




SEGUNDA ETAPA

I | F Indice de Placa — / Tratamento: I | F Indice de Placa—  / Tratamento:
DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27
1PL. v IPL. v
L L
DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37
1PI. v 1P1. v
L L
I | F indice de Gengival — / Tratamento: i | F indice de Gengival - / / Tratamento:
DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27
IPL. v IPL. v
L L
DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37
TP1. v 1P1 v
L L
1 | F [ Coleta de Fluido - Tratamento: 1 | F [ Coleta de Fluido -/ Tratamento:
DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27 DENTE 17 16 15 14 24 25 26 27
IPL. v IPL. v
L L
DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37 DENTE 47 46 45 44 34 35 36 37
1P1 v 1P1 v
L L
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Planilha resultados do teste de normalidade dos dados para o indice de placa (IPL) e
indice de sangramento marginal (IG) dos grupos Placebo (P), Malva (M) e Clorexidina (C)

IPL2- IPL1-

Paciente| IPL1-MP | IG1-MP [IPL2-MP | IG2-MP |[IPL1-MM[IG1-MM| MM |IG2-MM| MC |IG1-MC|IPL2-MC | IG2-MC
Number of values 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Minimum 1,000 0,0 0,0 0,4400 0,0 0,1300 0,0 0,5600 0,0 0,0 0,0 0,2500 0,0
25% Percentile 6,500 0,2800 0,0 0,8450 0,0 0,2800 0,0 0,6300 0,0 0,2200 0,0 0,5650 0,0
Median 19,00 0,3800 0,0 1,000 0,1300] 0,3800| 0,0600| 0,8800| 0,0600 0,3800( 0,0600| 0,6900 0,0
75% Percentile 27,50, 0,5000] 0,1300 1,160 0,2800] 0,5000] 0,2200, 1,125| 0,1600| 0,5950| 0,2500/ 0,8450[ 0,1600
Maximum 37,00 1,190 1,130 1,880 1,690, 0,7500| 0,6300] 1,380| 0,4400| 0,9400| 0,6300 1,630 0,9400
Mean 18,16 0,4568| 0,1252 1,034/ 0,2116| 0,3960| 0,1460| 0,8900| 0,1032| 0,3948| 0,1508| 0,7724| 0,1276
Std. Deviation 11,35 0,2570| 0,2578| 0,3238| 0,3635 0,1623| 0,1741| 0,2759| 0,1222| 0,2475| 0,1815] 0,3472| 0,2309
Std. Error 2,269| 0,05141| 0,05157| 0,06476| 0,07269| 0,03246(0,03482|0,05518|0,02443|0,04951|0,03629| 0,06944| 0,04618
Lower 95% CI of mean 13,48 0,3507| 0,01877] 0,9007| 0,06157] 0,3290/0,07413| 0,7761|0,05278| 0,2926(0,07589| 0,6291| 0,03229
Upper 95% ClI of mean 22,84 0,5629| 0,2316 1,168 0,3616| 0,4630] 0,2179| 1,004| 0,1536| 0,4970| 0,2257| 0,9157| 0,2229
KS normality test
KS distance 0,1173| 0,2733| 10,3198 0,1823| 0,2802| 0,1408| 0,2093| 0,2270| 0,2382| 0,1238| 0,2370| 0,2457| 0,2951

P>

P value P >0.10|P<0.0001|P<0.0001] 0,0316|P<0.0001] P >0.10] 0,0062| 0,0018| 0,0008 0.10] 0,0009] 0,0004|P<0.0001
Passed normality test
(alpha=0.05)? Yes No No No No Yes No No No Yes No No No
P value Summary nS *k%k *k%k *| *k%k ns *% *% *kk ns *kk *kk *kk
D'Agostino & Pearson
omnibus normality test
K2 5,469 11,31 36,00 4,018 38,96 1,212 8,506 4,858 10,27| 0,8697| 5,841 5,200 26,31
P value 0,0649| 0,0035|P<0.0001| 0,1341|P<0.0001| 0,5456| 0,0142| 0,0881| 0,0059| 0,6474| 0,0539| 0,0743|P<0.0001
Passed normality test
(alpha=0.05)? Yes No No Yes No Yes No Yes No Yes Yes Yes No

P value summary

ns|

*%

*hk

ns|

*kk

ns|

*

*%

ns|

ns|

ns|

ns|

*kk
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Planilha com os dados do indice de placa (IPL) e indice de sangramento marginal (IG) dos
grupos Placebo (P), Malva (M) e Clorexidina (C)

Paciente | IPL1-MP_| I1G1-MP | IPL2-MP | IG2-MP | IPL1-MM | IG1-MM | IPL2-MM | 1G2-MM | IPL1-MC | IG1-MC | IPL2-MC | 1G2-MC
1 0,44 0,13 1,00 0,38 0,50 0,44 1,19 0,19 0,63 0,25 1,38 0,31
2 0,25 0,00 0,94 0,00 0,25 0,00 0,56 0,06 0,13 0,00 0,38 0,00
3 1,19 1,13 1,88 1,69 0,75 0,31 1,38 0,44 0,69 0,25 1,38 0,94
4 0,50 0,19 1,38 0,00 0,75 0,06 1,38 0,00 0,94 0,06 1,63 0,00
5 0,25 0,06 0,44 0,31 0,38 0,44 0,63 0,25 0,38 0,25 0,63 0,25
6 0,75 0,50 0,69 0,06 0,50 0,06 0,75 0,06 0,25 0,13 0,44 0,13
7 0,88 0,00 1,00 0,00 0,31 0,63 1,25 0,00 0,25 0,00 0,63 0,00
8 1,00 0,56 1,56 0,44 0,50 0,19 1,31 0,00 0,69 0,63 1,25 0,56
9 0,38 0,00 0,94 0,13 0,25 0,06 0,63 0,06 0,25 0,00 0,63 0,00

10 0,38 0,06 0,94 0,13 0,13 0,00 1,00 0,00 0,13 0,00 0,81 0,00
11 0,25 0,00 1,56 0,63 0,31 0,13 0,63 0,13 0,56 0,50 0,88 0,19
12 0,00 0,00 1,00 0,00 0,50 0,19 1,00 0,25 0,00 0,00 0,63 0,00
13 0,38 0,00 1,13 0,19 0,13 0,00 0,63 0,00 0,38 0,13 0,75 0,00
14 0,25 0,00 1,00 0,00 0,19 0,00 1,06 0,06 0,25 0,00 0,75 0,00
15 0,25 0,00 0,69 0,00 0,38 0,13 0,88 0,38 0,44 0,31 0,75 0,00
16 0,50 0,06 0,94 0,13 0,25 0,00 0,63 0,19 0,00 0,00 0,50 0,00
17 0,44 0,00 1,13 0,19 0,56 0,00 0,63 0,13 0,38 0,00 0,75 0,13
18 0,38 0,00 0,75 0,00 0,38 0,00 0,63 0,00 0,19 0,00 0,44 0,06
19 0,38 0,13 0,94 0,00 0,31 0,19 0,88 0,00 0,13 0,38 0,63 0,06
20 0,31 0,06 1,06 0,00 0,38 0,06 1,06 0,00 0,50 0,00 0,69 0,06
21 0,38 0,00 0,69 0,13 0,50 0,25 0,88 0,06 0,38 0,19 0,44 0,50
22 0,50 0,00 0,94 0,63 0,50 0,38 0,56 0,13 0,38 0,38 0,25 0,00
23 0,50 0,00 1,19 0,00 0,31 0,00 0,88 0,00 0,75 0,06 0,69 0,00
24 0,44 0,00 0,69 0,00 0,38 0,00 0,63 0,06 0,44 0,00 0,75 0,00
25 0,44 0,25 1,38 0,25 0,50 0,13 1,19 0,13 0,75 0,25 1,25 0,00
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Planilha resultados do teste de normalidade dos dados para o fluido gengival
dos grupos Placebo (P), Malva (M) e Clorexidina (CLX)

FP-1 FP-2 | FM-1 | FM-2 |FCLX-1| FCLX-2
Number of values 25 25 25| 25 25 25|
Minimum 0,1800[ 0,3100] 0,3400] 0,2500{ 0,1800] 0,3100
25% Percentile 0,5900[ 0,6600] 0,5700] 0,7450] 0,5900, 0,6600
Median 0,8200[ 0,8700] 0,8700] 0,8900{ 0,8200, 0,8700
75% Percentile 1,275 1,335 1,270 1,265 1,275 1,335
Maximum 2,070 2,010[ 2,740[ 1,970 2,070 2,010
Mean 0,9284| 0,9868| 0,9860, 1,006 0,9284| 0,9868
Std. Deviation 0,4632| 0,4514]0,5840 0,4169| 0,4632| 0,4514
Std. Error 0,09264| 0,09029| 0,1168| 0,08337| 0,09264| 0,09029
Lower 95% CI of mean 0,7372| 0,8005| 0,7450] 0,8335 0,7372] 0,8005
Upper 95% CI of mean 1,120 1,173| 1,227 1,178 1,120 1,173
KS normality test
KS distance 0,1214| 0,1535/ 0,1704| 0,1292| 0,1214| 0,1535
P value P >0.10] P > 0.10/ 0,0591| P >0.10[ P >0.10[ P >0.10
Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes Yes Yes Yes Yes
P value summary ns ns ns ns ns ns
D'Agostino & Pearson omnibus normality test
K2 2,320 2,178] 11,04] 1,808 2,320 2,178
P value 0,3135] 0,3366| 0,0040] 0,4049 0,3135 0,3366
Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes No Yes Yes Yes
P value summary ns| ns ** ns| ns ns|
Shapiro-Wilk normality test
W 0,9570[ 0,9416| 0,8759| 0,9633| 0,9570] 0,9416
P value 0,3577| 0,1613| 0,0057| 0,4845| 0,3577] 0,1613
Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes No Yes Yes Yes
P value summary ns| ns ** ns| ns ns|
Summary 23,21 24,67| 24,65 25,14] 23,21 24,67
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Planilha com os dados do fluido gengival dos grupos Placebo (P), Malva (M) e
Clorexidina (CLX)

Paciente FP-1 FP-2 FM-1 FM-2 FCLX-1 FCLX-2
1 1,04 1,58 0,89 0,87 1,04 1,58
2 2,07 1,32 0,34 1,15 2,07 1,32
3 1,34 0,80 2,74 1,97 1,34 0,80
4 0,96 0,87 1,24 1,00 0,96 0,87
5 0,44 0,73 1,00 1,47 0,44 0,73
6 0,82 1,48 1,86 1,16 0,82 1,48
7 1,69 2,01 0,55 0,89 1,69 2,01
8 0,18 0,78 1,92 1,73 0,18 0,78
9 0,69 1,02 0,98 1,44 0,69 1,02
10 0,59 0,85 0,87 1,08 0,59 0,85
11 1,52 1,72 0,35 0,52 1,52 1,72
12 1,47 1,35 0,59 0,66 1,47 1,35
13 0,29 0,61 0,89 0,81 0,29 0,61
14 0,59 0,31 0,84 1,67 0,59 0,31
15 0,71 0,74 1,43 0,61 0,71 0,74
16 1,21 0,93 0,62 0,77 1,21 0,93
17 0,57 0,46 1,06 0,85 0,57 0,46
18 0,93 0,42 0,52 0,77 0,93 0,42
19 0,59 0,88 0,67 0,72 0,59 0,88
20 1,48 1,31 0,45 0,25 1,48 1,31
21 0,51 0,98 0,59 0,77 0,51 0,98
22 1,06 1,68 1,30 1,08 1,06 1,68
23 0,82 0,52 0,86 1,03 0,82 0,52
24 0,69 0,68 0,35 0,50 0,69 0,68
25 0,95 0,64 1,74 1,37 0,95 0,64
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