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RESUMO

Introducdo: Estomatite Protética € um quadro associado a infeccdo fungica de
etiologia multifatorial, comum em usuérios de prétese total. O desenvolvimento de
produtos a base de propolis para seu tratamento tem atraido interesse especial
devido a sua efetividade e seguranca, tornando-se uma excelente alternativa para o
uso em idosos. O objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia de uma formulagéo
muco-adesiva a base de gel contendo extrato padronizado de prépolis (EPP-AF®)
para tratamento de estomatite protética por Candida spp. Métodos: Um total de 40
pacientes idosos foi alocado em dois grupos, aleatoriamente, em um ensaio clinico
de nao inferioridade (NCT02818803). O grupo controle (MIC) foi tratado com gel de
miconazol 20 mg/g e o grupo de estudo (PROP) foi tratado com a formulacéo
contento extrato padronizado de prépolis a 2% (20 mg/g) (EPP-AF®) durante 14
dias. Os pacientes foram examinados por um cirurgido-dentista nos dias TO, T7 e
T14. A classificacdo de Newton foi usada para classificar a estomatite protética. As
unidades formadoras de colénia (UFC/mL) foram quantificadas e identificadas
(CHROMagar Candida®) para comparacdo antes e depois do tratamento (dias TO e
T14). Resultados: Idade, género, tempo de uso da proétese, caracteristicas basais
da classificacdo de Newton e contagem inicial de UFC/mL néo diferiram nos dois
grupos. Ambos o0s tratamentos reduziram os valores na escala de Newton
(P<0.0001), indicando melhora clinica dos sinais da candidiase com taxa de cura
clinica de 70%. A cura microbiol6gica com reducgéo significativa da carga fungica no
dia T14 foi de 70% no grupo miconazol e de 25% no grupo EPP-AF®. Nenhum efeito
adverso foi registrado nos grupos. Conclusao: O EPP-AF® parece ser nao-inferior
ao miconazol considerando a taxa de cura clinica e pode ser recomendado como

tratamento adjuvante para estomatite protética em pessoas idosas.

Palavras-chave: Protese total, estomatite sob protese; Candida; prépolis; ensaio

clinico.
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ABSTRACT

Background: Oral candidiasis is a common infection in complete denture wearers
such as in older adults. Oral candidiasis, also known as denture stomatitis has
multifactorial etiology. The development of propolis-based products for its treatment
has attracted special interest because of their effectiveness and safety, which make
them optimal for use in older adults. The aim of this study was to evaluate the
efficacy of a standard formulation of Brazilian propolis extract gel (EPP-AF®) for the
treatment of denture stomatitis due to Candida spp in this population. Methods: A
total of 40 older patients were randomly allocated in a non-inferiority clinical trial
(NCT02818803) into two groups. The control group (MIC) received 20 mg/g
miconazole oral gel and the study group (PROP) received mucoadhesive formulation
containing standardized extract of 2% (20 mg/g) propolis (EPP-AF®) during 14 days.
Patients were examined by a dentist on days 1, 7 and 14. The Newton’s score was
used to classify the lesion levels of denture stomatitis. The colony forming unities
were quantified (CFU/mL) and their species were identified (CHROMagar Candida®)
before and after the treatment. Baseline characteristics did not differ between groups.
Both treatments reduced Newton's score (P <0.0001), indicating clinical improvement
of the symptoms of candidiasis with clinical cure rate of 70%. The microbiological
cure with significant reduction in fungal burden on T14 was 70% in the miconazole
group and 25% in the EPP-AF® group. The EPP -AF® appears to be non-inferior to
miconazole considering the clinical cure rate and could be recommended as an

alternative treatment in older patients.

Key words: Candida, propolis, stomatitis,denture, clinical trial



1. INTRODUCAO

As espécies de Candida vivem de maneira comensal na cavidade oral e tem a
funcéo de prevenir infecgcbes através da competicdo com os patdgenos e inducéo do
sistema imune (1). Porém quando h& um desequilibrio na microbiota, elas podem
causar infeccbes oportunistas chamadas de candidiase ou candidose, sendo a
infeccdo fungica mais comum que acontece na mucosa oral (2,3).

Os micro-organismos envolvidos pertencem ao género Candida sp, sendo
Candida albicans a espécie mais encontrada nos sitios de infec¢do. Entretanto, com
menos frequéncia encontra-se outras espécies, como C. tropicalis, C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C. dubliniensis (1,3,4). As espécies de
Candida exibem formatos diferentes, a forma de blastosporos de C. albicans tem a
morfogénese oval ou arredondada, enquanto que em C. krusei e C. glabrata
apresentam formas alongadas como filamentos. No entanto as espécies C. albicans
e C dubliniensis tém a habilidade de formar blastésporos, hifas, pseudo-hifas e
clamiddsporos (1) (Figura 1). As formas blastésporos e estdo relacionadas com a
infeccdo. No estégio inicial da infecgéo, até 12h, estdo presentes blastoporos e hifas,
sendo que os primeiros aderem a superficie do epitélio. Com o avancar da infeccéo,
a forma hifa comeca a prevalecer (5) Essa transformacéo de Candida comensal para
a forma virulenta é possivelmente viabilizada pela adesao, morfogénese, producéo

de enzimas extracelulares e a mudanca de fenétipo (1).
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Figura 1: Diferentes tipos de morfologias da espécie Candida albicans mostradas em microscoépio.
Fonte: Thompson, 2011 (6).



A adeséo do micro-organismo ao epitélio & considerado o primeiro passo para
candidiase, sendo que quanto mais aderente, mais patogénica € a espécie. A
habilidade de produzir a patologia esta relacionada com a morfogénese da espécie
de Candida, através da formacao de hifas (6—8). As espécies de Candida produzem
enzimas extracelulares que também sdo responsaveis pelo processo de viruléncia,
dentre elas, as principais sdo as enzimas aspartil protease secretada (SAP), lipases
e fosfolipases, com papel na invasdo do epitélio, adesdo as células e ataque ao
sistema imune do hospedeiro. Mudanca de fenétipo é a capacidade de alteracdo na
morfologia e estrutura do fungo com efeito direto na viruléncia da espécie (1,2,8).

As defesas imunoldgicas do hospedeiro e as respostas de defesa locais sdo
ativamente envolvidas na resisténcia aos mecanismos de patogenicidade do fungo,
assim como ao desenvolvimento e avanco da infeccdo. Dessa forma, estados de
imunossupressao (infeccdo por HIV, corticoterapia, quimioterapia), diabetes,
prematuridade ao nascimento, uso prolongado de antibiéticos, associados a fatores
locais como hipossalivacao, uso de corticéides inalatorios, falta de higiene oral e uso
continuo de proteses totais removiveis (PTR) predispdem a candidiase bucal
(1,2,4,9-11).

Existem varias formas de apresentacado clinica de candidiase oral, incluindo
as formas brancas e eritematosas. As formas brancas incluem a
pseudomembranosa, caracterizada pela presenca de placas brancas que podem
ocorrer na superficie da mucosa labial e jugal, palato, lingua, tecido periodontal e
orofaringe. Um sinal desse tipo de patologia € a capacidade de remocdo das
pseudomembranas, deixando a mostra um leito hemorragico. E a forma crénica
hiperplasica, ocorre na mucosa jugal e lateral da lingua, geralmente ha associacao
com fumo e as placas brancas ndo podem ser removidas a raspagem. S&o
associadas a diabetes mellitus, pacientes com HIV, leucemia, uso de
corticosteroides inalatérios, antibioticos de largo espectro, extremos de idade
(pseudomembranosa), fumo (crébnica hiperplasica). As formas eritematosas
apresentam manchas ou areas avermelhadas na regido do palato duro, dorso da
lingua e comissura labial e incluem as formas atrofica aguda e cronica, glossite
rombdide mediana, queilite angular e crénica multifocal (ocorréncia de candidiase
atréfica crébnica em mais de um sitio). Sdo associadas ao fumo e corticosteroides

inalatorios (glossite romboide mediana), deficiéncia de vitamina B12, folato e ferritina



(aguda atrdfica), deficiéncia de ferro e vitamina B12, perda da dimenséo vertical de
oclusdo com acumulo de saliva nas comissuras labiais (queilite angular), ma higiene,
uso noturno de proéteses totais, proteses mal adaptadas atrofica cronica) (2,3,12,13).

Dentre as varias formas de apresentacdo clinica, destaca-se a candidiase
atréfica crbnica, conhecida como estomatite protética, caracterizada por lesédo
eritematosa localizada principalmente no palato duro, regido de contato com a base
da protese. Frequentemente assintomatica, porém queixas de ardéncia bucal sao
comuns entre os pacientes. O diagndstico é feito pelos sinais e sintomas clinicos. As
proteses totais predispbe a infeccdo pois criam um microambiente propicio para o
crescimento do fungo, com diminui¢cdo do pH, oxigénio e fluxo salivar. A existéncia
de rugosidades, fissuras e porosidades na resina acrilica da qual séo
confeccionadas as proteses atuam como reservatorios do fungo, fatores como
trauma da mucosa em fungéo da falta de adaptacéo, aumento da idade do paciente,
tempo de uso da protese também estdo relacionados a estomatite protética (2,3,14—
16). De acordo com Newton (17), a estomatite protética pode ser classificada como
(A) tipo | ( inflamacédo localizada ou pontos de petéquias hemorragicas); (B) tipo Il
(eritema mais difuso envolvendo uma parte ou totalidade da &rea recoberta pela
prétese); (C) tipo lll (eritema associado & hiperplasia papilar na area recoberta pela
prétese (Figura 2).

Figura 2: Apresentacdo clinica da estomatite prétética localizada no palato duro, segundo a
classificagdo de Newton (17). (A) tipo | (pontos vermelhos esparsos); (B) tipo Il (eritema

difuso); (C) tipo Il (eritema associado a hiperplasia papilar) Fonte: arquivo pessoal da
pesquisadora.

De acordo com o estudo epidemiolégico SB Brasil 2010 (18), 63,1% de
pessoas idosas com idade entre 65 e 74 anos usam protese total superior.

Considerando que as pessoas idosas apresentam todos os fatores relacionados



acima, pois sao 0s maiores usuarios de proteses removiveis com cobertura palatina,
podem apresentar dificuldades motoras de higiene bucal e de préteses, dificiimente
retiram suas proteses durante o sono, consequentemente, apresentam maior
probabilidade de ocorréncia de estomatite protética.

Por ser uma infeccdo oportunista, a candidiase muitas vezes é sub
diagnosticada, a prevaléncia de estomatite protética em pessoas idosas apresentada
pela literatura € de 58-88% (2,3,19). O tratamento é feito com antifingicos,
especialmente os topicos, miconazol e nistatina e sistémicos, fluconazol. O
miconazol age desintegrando a parede celular pela inibicio da biossintese do
ergosterol (2) sendo considerado o medicamento de escolha para tratamento da
estomatite protética. Porém, estudos mostram casos de falha terapéutica e de
recorréncia rapida apos a interrupcdo do tratamento principalmente se né&o
acompanhado de adequada higienizacdo da prétese (15). Mecanismos de
resisténcia a essas drogas antifingicas e de toxicidade destas para os pacientes

também séo observados (14,20-22).

Binds the nonsterol lipids and Inhibit the -glucan biosynthesis
alters cell membrane integrity Pathway- Echinocandins (anidulafungin,
(Sertaconazole) . * caspofungin and micafungin)

Cell Walgg

Endoplasmic
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* biosynthesis pathway
- Azoles (flucanozole,

é? ~—» Nucleus miconazole and sertaconazole)

, Inhibits nucleic acid synthesis
- Fluorocytosine

Binds with ergosterol and
disrupts membrane integrity
- Polyenes (amphotericin B
and nystatin)

Figura 3: Esquema da agéo dos antifungicos azdlicos nos fungos. Fonte: Patil, 2015 (10).

Dessa forma, produtos naturais como a prépolis, vem ganhando destaque por
apresentarem uma alternativa aos medicamentos sintéticos (20). Esse produto é
uma substancia resinosa derivada de exsudados da biodiversidade brasileira,
misturado com seiva floral, secrecbes salivares de abelha, cera e pdélen. Estudos
sugerem que os componentes fendlicos e flavondides sédo responsaveis pelas

atividades antimicrobiana e antifiungica da prépolis (23). Em estudos anteriores, 0



extrato padronizado de propolis (EPP-AF®) teve sua seguranca demonstrada pela
auséncia de citotoxicidade e tampouco apresenta potencial mutagénico por via oral
ou topica (24,25). Além de possuir atividade anti-inflamatoria (25,26), anti-Ulcera
(27), antimicrobiana e cicatrizante (19,23,28) e anti-fungica (22,29-33). Suas
propriedades justificam a hipétese de ser utilizada como tratamento tépico da
estomatite protética. O efeito terapéutico do extrato alcoolico da propolis 20% em
pacientes com estomatite protética foi avaliado em outro estudo, no qual observou-
se regressao da lesdo em todos os pacientes tratados, sendo a nistatina utilizada
como controle positivo. Entretanto, o etanol utilizado como solvente no referido
trabalho pode ocasionar ardéncia na mucosa bucal, além de ndo possuir
caracteristica mucoadesiva (34). Outros estudos com EPP-AF® em modelos in vitro
para atividade anti-Candida verificaram que o extrato alcodlico na concentracdo de
1% foi suficiente para eliminacdo de até 10° células/mL (30). A eficacia do gel da
propolis foi demonstrada e comparada ao uso do gel oral de miconazol em estudos
clinicos. Capistrano e cols (31)compararam 3 grupos (prépolis gel 2,5%; miconazol
gel, enxaguatorio bucal a base de propolis 24%) no tratamento de estomatite
protética, e verificaram que os 3 grupos responderam de maneira semelhante, com
reducdo na estomatite clinica e quantidade de unidades formadoras de colbnias.
Santos e cols (32) verificaram total remissédo das lesGes de estomatite protética nos
pacientes tratados com gel oral de propolis.

Com o intuito de reduzir o risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana
e interacbes medicamentosas em pessoas idosas, a propolis com suas atividades
antimicrobiana, cicatrizante e anti-fingica, se torna uma alternativa atraente para

controle e tratamento das lesGes de estomatite protética.



2- OBJETIVOS

2.1 Geral

Testar a eficacia da formulacdo muco-adesiva de EPP-AF® comparada ao gel oral de
miconazol (20 mg/g).

2.2 Especificos

- Avaliar a atividade anti-candida da formulacdo muco-adesiva de EPP-AF®.

- Quantificar e comparar o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de
Candida sp antes e depois de ambos os tratamentos, com extrato padronizado de
propolis (EPP-AF®) e gel oral de miconazol (20 mg/g).

- Identificar as espécies de Candida sp por meio de CHROmagar Candida®.

- Avaliar a seguranca por meio da taxa de eventos adversos por grupo e por teste

de aceitabilidade dos produtos.



3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Desenho do estudo

Trata-se de um ensaio clinico multicéntrico randomizado aberto e de bracos
paralelos. A aleatorizacdo dos participantes da pesquisa nos grupos de estudo foi

feita pela geracao eletrénica no site (http://www.graphpad.com/quickcalcs, GraphPad

Software, Inc).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo (parecer 1.057.529) e registrado no Clinical Trials
(NCT02818803).

3.2- Participantes

Foram recrutados pacientes usuarios de protese total removivel (PTR) com
cobertura palatina, no Centro Universitario de Anapolis (UniEvangélica), e no Nucleo
de Saude da Familia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-USP) entre os meses de janeiro a
junho de 2016. Os critérios de inclusao foram idade superior a 60 anos, ser usuario
de PTR superior e apresentar estomatite protética. Os critérios de exclusdo foram
presenca de deméncia e uso de antibiéticos e/ou antifiUngicos nos ultimos 2 meses.
Os voluntarios concordantes em participar da pesquisa assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. A Figura 5 mostra o desenho amostral em

fluxograma.
3.3- Intervengdes
Os voluntarios foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos, sendo o

Grupo controle (MIC) tratado com gel oral contendo 20 mg/g de miconazol e o Grupo

propolis (PROP) tratado com uma formulacdo mucoadesiva contendo extrato



padronizado de prépolis EPP-AF® a 2%, ou seja, um gel com 20mg/g de prépolis. Os
ingredientes da formulacdo foram o extrato padronizado de prépolis (EPP-AF®),
sorbitol (umectante), pectina (polimero), sorbato de potassio (conservante), acido
ascorbico (acidulante), edulcorantes (xilitol e sucralose), aromas (mentol e baunilha)
e agua purificada. O EPP-AF® foi produzido e cedido pela empresa Apis Flora
Industrial e Comercial Ltda (Ribeirdo Preto, SP), assim como a formulagéo
mucoadesiva. O extrato foi padronizado usando uma composicao de propolis bruta
obtida de varias regides do Brasil, com predominancia da prépolis verde originaria
da Baccharis dracunculifolia (ndmero de patente 0405483-0).

Os voluntérios foram orientados a realizar higiene bucal e da protese, borrifar
a base da prétese com solucdo de digluconato de clorexidina 0,12%, remover o
excesso e aplicar fina camada do gel oral de miconazol 20 mg/g, ou de gel com
EPP-AF® sobre a superficie interna da prétese, 3 vezes ao dia durante 14 dias.
Todos os pacientes receberam instrucdo de higiene oral, manutencao das proéteses
e aplicacdo do medicamento, e foram orientados a retirar a prétese durante o
periodo do sono e acomodar em recipiente com agua. Os pacientes receberam uma
bisnaga do gel previamente pesada, um frasco de clorexidina 0,12% spray e as
instrucbes de uso por escrito. A Figura 4 mostra o desenho do estudo em

fluxograma.



Dia 1: Exame inicial;

Classificacao das lesdes;

Coleta do material biologico;
Distribuicdo do gel e instrugdes de uso;

Semeadura em agar Sabouraud e
Chromagar;

Estufa 37°C 48h;
Contagem de UFC/mL.

Dia 7: Exame clinico; ¢

Reclassificacéo das lestes;
Contagem de UFC e
classificacao das espécies.

Recolhimento e reposicéo do gel.

Dia 14: Coleta do material biolégico;
Reclassificac&o das lesdes;
Recolhimento do gel.

Semeadura em agar Sabouraud e
Chromagar;

Estufa 37°C 48h;

Contagem de UFC/mL.

Contagem de UFC e
Analise de dados e classificacdo das espécies.
tabulac&o dos resultados.

Figura 4. Imagem do desenho do estudo.
3.4- Coleta de dados socio demograficos, histéria médica e habitos

Os dados demograficos e histéria médica foram coletados por meio de
anamnese no primeiro dia (T0). Os voluntarios foram inquiridos acerca do tempo de
utilizacdo da protese, habitos, frequéncia e produtos utilizados para higiene oral e da

prétese, também sobre o habito de dormir com a protese e a histéria médica.

3.5- Avaliacao clinica da estomatite protética

Os pacientes passaram por exame fisico intrabucal no primeiro dia de
avaliacdo (T0), sendo a classificacdo proposta por NEWTON (17) utilizada para
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avaliacdo da estomatite protética, dividida em tipo | (inflamacéo localizada ou pontos
de petéquias hemorragicas); tipo Il (eritema mais difuso envolvendo uma parte ou
totalidade da area recoberta pela protese); tipo Il (eritema associado a hiperplasia
papilar na area recoberta pela protese). Os participantes foram examinados por um
cirurgido-dentista em cada centro participante, as lesdes foram fotografadas e
discutidas em caso de duvida na classificacdo. Os pacientes foram reexaminados
apos 7 (T7) e 14(T14) dias de tratamento.

3.6- Avaliacao da carga fungica

Coletou-se o bochecho de acordo com protocolo descrito por estudos
anteriores (35-37), porém com ajuste para volume e tempo de bochecho. Esses
ajustes foram realizados como descritos a seguir: Um grupo de pacientes fez o
bochecho com 10 mL de solucdo de cloreto de sddio 0,9% por 20 segundos e
dispensaram em um tubo estéril de 50 mL. Logo apds realizou-se o procedimento
com 20 mL por 30 segundos. Essa andlise foi realizada em estudo piloto antes da
coleta oficial dos dados, verificou-se que a quantidade de UFC obtida com 20 mL de
solucéo salina em 30 segundos, foi superior ao bochecho realizado pelos mesmos
pacientes com 10 mL de solugéo salina por 20 segundos. Como o0 objetivo era
quantificar as colbnias para comparac¢do, a amostra com maior volume permitiu
melhor resultado. Diante de outras técnicas de isolamento e identificacdo de
espécies de Candida, o bochecho com 20 mL de solucdo salina foi escolhido por
apresentar a vantagem de melhor quantificacdo e isolamento de espécies (35,38).
As amostras com o bochecho foram coletadas no 1° e 14° dias e acondicionadas
refrigeradas até o processamento em laboratorio.

No laboratério as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 25°C a
3.000 x g, descartado o sobrenadante e ressuspendidas em 1 mL de solugcéo de
cloreto de sédio 0,9%. Foi feita a primeira diluicdo de cada amostra em 0,9 mL de
solucdo de cloreto de sédio 0,9%, e 0,1 mL da amostra inicial, sendo essa 10™
(1:10). Foi feita a segunda diluicdo coletando 0,1 mL da diluicdo anterior (10™) em
0,9 mL de solugdo de cloreto de sédio 0,9%, sendo essa 1072 (1:100). Cem
microlitros das amostras foram semeados por espalhamento em placas estéreis
contendo o meio de cultura Sabouraud dextrose agar (SDA) (Difco, Detroit, MI, USA)

que foi preparado conforme instru¢cbes dos fabricantes e acrescido de 5 mL de
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cloranfenicol 0,1 g/mL para 1.000 mL do meio. Uma quarta placa foi semeada por
esgotamento em meio CHROMagar Candida® (CHROMagar Company, Paris,
France) para identificacdo das espécies, e armazenadas em estufa 37°C por 48h.
Depois foi feita a contagem de UFC/mL e identificacdo das espécies de Candida
para comparagdo no inicio e fim do tratamento e comparagdo entre 0s grupos. As
amostras foram processadas e analisadas por um profissional em cada centro, com
controle de fotos e descricdo das coldnias para contagem das unidades formadoras

de colbnias e espécies identificadas pelo CHROMagar Candida®.

3.7- Avaliacao da adesao ao tratamento

As bisnagas de miconazol e EPP-AF® foram pesadas antes, no dia 7 e ao
término do protocolo do estudo (T 14).
Foram considerados aderentes os pacientes que tiveram o consumo de mais

de 5g do produto durante o tratamento.

3.8- Avaliacao de seguranca e andlise de aceitabilidade ao produto

Foram anotados os eventos adversos reportados pelos voluntarios. A escala
Hedbnica de 7 pontos, adaptada de DUTCOSKY (39) foi utilizada para andlise de
aceitabilidade aos produtos utilizados, o gel contendo EPP-AF® e o produto

comercial miconazol.

3.9- Anélise Estatistica

O tamanho amostral foi determinado de acordo com a férmula descrita por
CHOW e cols (40) para estudos de delineamento paralelo de 2 bragos com desfecho
dicotdmico. O caélculo foi feito considerando a taxa de resposta clinica com margem
de inferioridade de 10%, alfa 0,05 e poder de 0,80 e taxa de abandono de 15%,
resultando em 20 pacientes por grupo. A analise dos dados foi feita por intencédo de
tratamento.

O desfecho primario foi a equidade na taxa de cura clinica, e para 0s
desfechos secundarios foram considerados a taxa de reducéo da carga fungica para

>50% do valor pré-tratamento, a taxa combinada de cura clinica e microbioldgica e a
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aceitabilidade dos produtos em teste. O nivel de significAncia considerado foi
p<0,05. Os dados quantitativos (idade, consumo do produto, tempo de uso de PT e
carga fangica) foram comparados pelo teste t de Student com correcédo de Welch.
Para o género e presenca de diabetes foram realizados teste exato de Fisher e para
a frequéncia de higiene, o teste Mann-Whitney. A evolugdo clinica das lesbes foi
medida pelo escore de Newton e comparada pelo teste de Friedman com pos-test
de Dunn, e a reducédo de UFC/mL, apos transformacao logaritmica, foi analisada por
ANOVA para medidas repetidas. Os desfechos clinicos e microbiolégicos foram
analisados pelo teste exato de Fischer. A aceitabilidade do produto foi comparada
pelo teste de Mann-Whitney. Foi usada estatistica descritiva para a distribuicdo das
espécies de Candida.
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4- RESULTADOS

[ Recrutamento ]

Avaliados por elegibilidade
(n=171)

Excluidos (n=131)
“ N&o atendem o critério de inclusdo (n=109)
" Desistiram de participar (n= 22)

Randomizac¢do (n=40)

4
[ Alocacao ]

Y

Y

Alocados para intervencdo (n=20) PROPOLIS Alocados para intervencdo (n=20)-MICONAZOL
" Receberam a intervencdo(n=20) " Receberam a intervencdo (n=20 )

[ Seguimento ]

Y Y

Perda de seguimento- ndo retornou (n=1) Perda de seguimento (n=0 )

[ Analise ]

v v
Analisados (n=19) Analisados (n=20)
" Excluido da andlise (Ndo retornou) (n=1) " Excluido da analise (N&o retornou) (n=0 )

Figura 5. Fluxograma CONSORT

Os pacientes foram recrutados e examinados de janeiro a junho de 2016. O
fluxograma CONSORT é mostrado na Figura 5. A Tabela 1 sumariza as
caracteristicas dos grupos, classificacdo das lesfes e carga fungica. Os grupos
foram formados com predominio feminino, ndo havendo diferengas relevantes entre
as demais caracteristicas.

Noventa e cinco por cento dos voluntarios relataram dormir com a protese
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durante o sono noturno.

Tabela 1. Distribuicdo das caracteristicas dos grupos de estudo, classificacdo das
lesGes palatinas e carga fungica inicial

Variaveis GRUPO MIC GRUPO PROP P Valor
Idade (anos) 7319 737 0,98
Género (F %) 80 90 0,66
Tempo de uso de protese (anos) 30£13 35411 0,20
Tempo de uso protese atual (anos) 11+9 15+15 0,23
Frequéncia diaria de higiene da

orotese 3 (2-3) 3(3-3) 0,31
Escore Newton (TO) 2(1-2) 2 (1-2) 0,98
Quantidade medicamento utilizada (g) 17+13 2017 0,55
Carga fungica (Log UFC/mL) TO 3,7+t1,6 3,3+1,6 0,44
Presenca de diabetes 4 2 0,66

Dados expressos como média (mediana) e DP (intervalo de variacdo 25 a 75%).

A Figura 6 mostra a evolucédo clinica representada pela classificacdo de
Newton, e a evolugdo microbiolégica, medida pela contagem de unidades
formadoras de colonias. A maioria dos pacientes apresentou remissdo das lesbes
durante os 14 dias de tratamento, sendo a taxa de cura clinica de 70% para ambos
0s grupos. O grupo MIC, mas ndo o grupo PROP, apresentou reducéo significativa
da contagem de UFC/mL (p=0,01) em T14.
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FIGURA 6- A e B. Evolugao clinica medida pela classificagdo de Newton (A, miconazol
e B, EPP-AF®). C. Evolucdo microbiolégica medida por unidades

formadoras de colénias UFC/mL (C). A e B: Teste Friedman com post-test de
Dunn (C) Teste ANOVA. As barras representam a mediana. IC=95% *P<0,05.
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A figura 7 mostra a aparéncia clinica do palato duro antes (TO) e depois do
tratamento (T14) dos pacientes do grupo PROP, apresentando melhora dos sinais

clinicos.

Figura 7. Aparéncia clinica das lesdes iniciais em TO (A e C) e ap6s tratamento com
EPP-AF® em T14 (B e D).
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A figura 8 mostra resultados antes (TO) e depois (T14) dos pacientes em do grupo

MIC, apresentando melhora dos sinais clinicos.

Figura 8. Aparéncia clinica das lesdes iniciais em TO (A e C) e apds tratamento com

miconazol em T14 (B e D).

Os desfechos clinico e microbiolégico constam na Figura 9. Os dois grupos
apresentaram cura clinica das lesdes em 14 pacientes no T14. Cerca de 14
pacientes do grupo MIC apresentaram reducdo da carga fungica, com cura
microbiolégica, contra 5 pacientes do grupo PROP no T14.
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Desfecho clinico

El Sim
Nao
MIC EPP-AF®
Desfecho microbiologico
P<0.05 BB Sim
: Nao

MiC

EPP-AF®

Figura 9. (A) Desfecho clinico e (B) microbioldgico. O grafico de barras compara
o desfecho clinico (A) dos dois grupos pela melhora clinica observada
pela classificacdo de Newton e desfecho microbiolégico (B) pela reducéo
de UFC/mL. (A) (B) Teste exato de Fischer..* P<0,05. p=0,02.

A Figura 10 mostra os resultados da aceitabilidade aos produtos utilizados

(gel de miconazol e EPP-AF®) pelos voluntarios do estudo. Em ambos o0s grupos,

houve alta aceitabilidade aos produtos utilizados. Noventa e cinco por cento (95%)

dos pacientes do grupo PROP relataram gostar muito ou muitissimo do sabor, contra

70% do grupo MIC. Apenas 5% do grupo MIC classificaram o medicamento entre os
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escores 1-3 da escala heddnica, e nenhum paciente do grupo PROP o classificou

nesse intervalo de escore.

= Miconazol
| [ EPP-AF®

6. |
L

Escala Heddnica
-9

Figura 10 Aceitabilidade do miconazol ou do EPP-AF® de acordo com a escala

hedbnica de 7 pontos. Box-Plot de Tukey. Teste deMann-Whitney.

No grupo PROP, um paciente relatou ardéncia durante a aplicacdo e nenhum
efeito adverso foi relatado pelos participantes do outro grupo.

A identificacdo das espécies de Candida foi realizada pelo meio CHROMagar
Candida®. A espécie mais prevalente foi C. albicans em 90% do grupo MIC e 85%
do grupo propolis. Espécies sugestivas de C. glabrata ou C. parapsilosis estavam
presentes em 45% dos pacientes do grupo MIC e 40% no grupo PROP. Candida
tropicalis apareceu em 45% do grupo PROP e 20% do grupo MIC. Apenas um
paciente em cada grupo apresentou a espécie C. krusei. Culturas com isolamento de
uma unica espécie foram observadas em 55% e 40% dos pacientes dos grupos MIC
e PROP respectivamente. Culturas com duas e trés espécies apareceram no grupo
MIC em 30% e 15%, respectivamente, e no grupo PROP em 40% e 20% no TO,
sendo que no grupo MIC T14, apenas 5% dos pacientes apresentava culturas
multiplas. No ultimo exame para o grupo PROP, observou-se reducédo de 5% dos

pacientes que apresentavam duas ou trés espécies de Candida.
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5- DISCUSSAO

Dos 171 pacientes examinados, 131 foram excluidos por ndo apresentarem
lesbes caracteristicas de candidiase ou ndo preencherem os critérios de inclusédo da
idade minima. Dos 40 pacientes analisados, 85% eram do sexo feminino. Esse dado
corrobora com a literatura que mostra maior prevaléncia de estomatite protética
entre as mulheres (15,33,38), possivelmente esse fato se deve a maior procura das
mulheres por tratamento. Todos os 5 voluntarios do sexo masculino apresentaram
tempo de uso de prétese superior a 20 anos e dormiam com protese. Um fator
hormonal pode estar associado a predominéncia feminina, Golecka-Bakowska e
colaboradores, verificaram que mulheres de meia idade que usam suplementos
hormonais e proteses totais removiveis, s8o0 mais propensas ao desenvolvimento de
candidiase oral associada ao uso da protese (41).

As variaveis analisadas estdo diretamente ligadas ao aumento de risco da
estomatite protética. O tempo médio de uso da PTRs atuais foi de 11+9 anos para o
grupo MIC e 15+15 anos para o grupo PROP. Apesar de ndo haver consenso na
literatura atual em relacdo ao tempo limite de uso da mesma PTR (42), existe
relagdo significante entre o tempo de uso de protese e candidiase oral. Em estudo
para avaliacdo do tempo de uso e qualidade de PTRs (43), concluiram que o tempo
de uso influencia na qualidade geral das proteses, sendo, porém, dificil generalizar o
tempo de vida util em um periodo de 1 a 10 anos.

Sabe-se que além de aderir as estruturas orais, as espécies de Candida sp
também colonizam as irregularidades presentes na estrutura acrilica da protese
(3,15,38,44). Dos quarenta participantes do estudo em questdo, trinta e oito
pacientes relataram dormir com a protese. Esse habito é nocivo, pois o contato da
superficie contaminada da protese com a mucosa palatina é continuo, favorecendo a
diminuicdo do fluxo salivar e desenvolvimento de estomatite protética
(3,10,15,45,46). Estudos mostram que, apenas o tratamento medicamentoso do
paciente ndo é eficaz, sendo necessaria a desinfeccdo da superficie da protese. A
associacdo de meétodo mecanico, escovacdo, e meétodo quimico, solucdes
adstringentes e detergentes é descrito como mais eficaz na limpeza e reducéo de

micro-organismos (15,46-48). O spray de digluconato de clorexidina 0,12% foi
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usado com o intuito de desinfeccdo da prétese, a fim de evitar a recontaminacao
pelos micro-organismos aderidos. A clorexidina ja tem difundido na literatura seu
potencial antimicrobiano na remocao de biofilme e prevencdo de colonizacdo de
Candida albicans (33,45,49,50), porém sua atividade depende de um tempo de agéo
maior que 30 minutos (50). Alguns estudos apontam melhora no aspecto da mucosa
do paciente com estomatite protética apds uso topico de clorexidina (51,52). No
entanto, mesmo um reduzido tempo de exposicdo ao antisséptico pode ocasionar
interferéncia na interpretacdo de melhora clinica das lesdes.

As pessoas idosas dessa amostra, de maneira geral, gozavam de boas
condicdes de saude. Alguns pacientes apresentaram diabetes tipo Il e por ser uma
condicdo imunossupressora (53), foi considerado um possivel fator de
confundimento. Porém, além dessa condi¢cdo estar mais associada a outros tipos de
candidiase como atrofica aguda e cronica hiperplasica (2, 3), o nUmero de pacientes
foi pequeno, e a estomatite protética caracteriza-se por lesbes superficiais (54)
portanto acreditamos que a parte sistémica nao interferiu no resultado apresentado
pelos grupos.

Acerca da prevaléncia das espécies, nosso achado corrobora com varios
estudos na literatura que apontam a Candida albicans como principal agente
etiolégico da estomatite protética (3,11,33,38,45,55,56).

A apresentacdo do produto em forma de gel é preferivel em relacdo ao
extrato alcodlico de propolis pois o etanol presente em sua formulacdo € capaz de
provocar irritacdo a mucosa além de ndo possuir caracteristicas mucoadesivas (31,
32). Esta € uma caracteristica importante para manutencdo do produto em intimo
contato com as lesdes por um periodo maior de tempo. Estudos anteriores em
modelos in vitro e in vivo demonstraram a auséncia de potencial citotéxico e
mutagénico do gel de propolis (24,30). Baseando-se nesses estudos prévios, foi
determinada a composicao utilizada no presente estudo. O produto foi formulado
com 2,85x a concentracao fungicida obtida em modelo anti-Candida albicans in vitro,
que foi 0,7% (7,0 mg/g). Estudos histopatologicos foram realizados demonstrando
que até 3,6% de propolis ndo causaram processo inflamatorio ou irritante (28).

No presente estudo, a acdo anti-inflamatoria e cicatrizante da formulacdo a
base do extrato de propolis se sobrep6s a acdo antifingica, considerando que houve
cura clinica porém, sem reducdo da carga fangica. A acdo anti-inflamatéria foi

atribuida pela melhora clinica das lesbes. Esses achados corroboram com a
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pesquisa de BERRETTA e cols (28), que avaliaram a acao cicatrizante do gel de
propolis em feridas no epitélio de ratos e concluiram que as concentragfes de 2,4%
e 3,6% foram eficazes para reconstituicdo dos tecidos. Outros autores
demonstraram atividade antifungica da prépolis, mesmo em pequenas
concentragdes, e concluiram que o efeito antifingico era diretamente proporcional a
concentragcdo de propolis usada. Em nosso estudo, foi utilizada a concentracdo de
prépolis de 2%, incapaz de provocar alteracdes irritantes a mucosa, ainda assim a
reducdo de UFCs nao foi satisfatoria (57). Portanto, pode ser questionado se o
tempo de tratamento ou utilizacdo de concentracdes superiores poderia interferir
sobre a acao antifingica. Capistrano e cols (31) obtiveram melhora clinica nas
lesbes de estomatite protética, mas sem remissdo total das lesbes em todos os
pacientes, em um estudo com metodologia semelhante ao presente trabalho.
Podemos pontuar vantagens interessantes em um produto natural com
atividade anti-inflamatéria, cicatrizante e capacidade de melhora clinica da
estomatite protética, quando comparado a um medicamento anti-fingico. A Candida
€ um micro-organismo comensal presente na maior parte da populacédo, dessa forma
devemos ponderar que sua eliminacdo possivelmente cause um desequilibrio da
microbiota oral. Nao foi observado um padrdo entre reducdo de UFCs e melhora
clinica da estomatite protética. Pacientes com alto nimero de coldnias apresentaram
regressao clinica da lesdo, bem como alguns pacientes que mostraram pequena
regressao inflamatéria, apresentaram reducdo na quantidade de UFCs. Uma
hip6tese poderia envolver a capacidade da propolis de atuar no dimorfismo da
Candida albicans entre as formas de pseudo-hifas e hifas em leveduras, sendo esta
Gltima ndo-patogénica(29). Sabe-se que esta mudanca pode estar relacionada com
a viruléncia e patogenicidade do fungo (1,6,58,59), sendo as pseudo-hifas e hifas os
morfotipos patogénicos. A prépolis pode provocar uma mudanca no fendtipo do
fungo sem necessariamente sua reducéo quantitativa. Em perspectivas para estudos
posteriores pode ser analisada a relagdo entre a melhora clinica da lesdo de
estomatite protética pelo tratamento com EPP-AF® e a mudanca de fendtipo do
fungo. Outra coisa que é preciso ter em mente € que a prépolis também possui acao
antiinflamatéria via acdo no sistema imunoldgico (26) e que a candidiase é
desencadeada, dentre outros possiveis fatores, por um desequilibrio dessa resposta
(imunossupressédo) que favorece a transicdo dimérfica para a forma patogénica (2).

Desse modo, se a propolis esta atuando no equilibrio da resposta imunolégica, €
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possivel que como consequéncia a Candida transite para a morfogénese nao-
patogénica, ou seja, ndo é possivel sabermos com os dados disponiveis no
momento, se a propolis esta atuando diretamente sobre o agente causal ou na
resposta imunolégica do hospedeiro, resposta que serd estudada futuramente. De
qualguer modo, a remissdo dos sinais clinicos sem o desequilibrio da flora
microbioldgica, é um fato muito interessante e positivo.

A aceitabilidade do produto é importante para adesdo do paciente ao
tratamento. O paciente ndo aderente pode ter dificuldades em manter a posologia,
podendo incorrer em exposicdo inadequada ao antifingico, efeitos adversos (60),
risco de interacdes medicamentosas (61-63) e resisténcia dos micro-organismos,
observada comumente em antifingicos azolicos (14,21,22,64). O miconazol age
alterando a permeabilidade da membrana celular, e é considerado o antifungico de
escolha para tratamento topico de estomatite protética em pacientes saudaveis.
Porém seu uso reincidente pode causar resisténcia de espécies de Candida ao
miconazol, em pacientes idosos com estomatite protética (21,65). Resultados de
uma meta-analise mostraram que o miconazol apresentou maior eficacia clinica para
o tratamento da estomatite protética comparado a substancias naturais, incluindo a
propolis (60). Porém, em nosso estudo a melhora clinica foi semelhante entre os
dois produtos. O miconazol, apesar da acdo topica, pode ser suficientemente
absorvido ao ponto de interagir com outras drogas. Isso acontece por meio da
inibicdo da enzima citocromo P-450, diminuindo o “clearance" de alguns farmacos.
Existem relatos de interacdo com o anticoagulante varfarina, além de
antidepressivos, anti-histaminicos, imunossupressores, antiepiléticos, que podem
apresentar risco de interacdo com miconazol gel oral (61,62). Os autores ainda
fazem um alerta para a consideracdo de interacdes entre farmacos por cirurgiées-
dentistas antes das prescri¢oes.

Alguns estudos apontam que pacientes expostos a fatores de risco e com
candidiase de repeticdo devem ser tratados com antifingicos com menor potencial
de desenvolvimento de resisténcia em micro-organismos (10,14), com relagéo a esta
questao, a prépolis demonstrou acao anti-fungica por pelo menos trés mecanismos
de acéo distintos em modelo de biblioteca de delecdo de S. cerevisiae (66,67) e em
C. albicans (29), o que dificultaria o desenvolvimento de resisténcia microbioldgica.
Assim, embora, os dados aqui encontrados tenham demonstrado que a agao na

presente patologia seja por uma acao antiinflamatoria e cicatrizante, e né&o
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antifangica, o risco de resisténcia utilizando o gel contendo EPP-AF®, estaria
descartado. Idosos sao publico alvo para desenvolvimento de estomatite protética de
repeticdo, devido ao alto indice de uso de PTRs, portanto, o ideal de tratamento sao

alternativas eficazes e com o minimo de risco, oferecendo maior seguranca.
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6- CONCLUSOES

A propolis se mostrou eficiente na reducao dos sinais e lesdes, apresentando,
nessa populacéo analisada, maior eficacia na regressao clinica das lesbes do que
na reducdo do numero de colbnias.

Em nossos resultados Candida albicans foi o agente etiolégico de maior
prevaléncia na estomatite protética.

O EPP-AF® se mostrou um produto com boa aceitabilidade entre os
voluntarios, favorecendo a aderéncia ao tratamento.

Para futuros estudos, sugere-se a avaliacdo da resposta imunoldgica dos
pacientes, além da resposta microbioldégica considerando as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas buscando possiveis correlacdes entre as espécies de
Candida e o seu morfotipo, e o grau de melhora clinica das lesées.
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8- APENDICES E ANEXOS

APENDICE |

Ficha clinica (CRF)

CODIGO DE RANDOMIZACAO:

CRF

PROJETO PROPOLIS X CANDIDose BUCAL

IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Nome: Idade
Endereco:
Telefone de contato: Raca/cor GéneroF /M

CODIGO DE RANDOMIZACAO:
COLETOU TCLE?( )S ( )N DATADACOLETA [/ [

CRITERIOS DE INCLUSAO

Idade >60anos ( )S ( )N

Protese removivel com cobertura palatina? ( )S ()N
Estomatite protética( )S ( )N

CRITERIO DE EXCLUSAO

Possui deméncia ou déficit cognitivo? ( )S ( )N

Usou antibidticos ou antifingicos nos ultimos 2 meses? ( )S ()N

Obs: excluir o paciente do estudo caso a(s) resposta(s) acima seja(m) afirmativa(s)

DADOS DE SAUDE
Lista de problemas

Medicamentos em uso




VO- Triagem e Avaliacao Inicial Data / /
Informacfes sobre a prétese
Ha quanto tempo usa proétese dentaria?

Ha quanto tempo a proétese atual foi confeccionada?

Dorme coma protese?( )S ( )N

Frequéncia de higiene da protese x/dia

Produtos utilizados p/ higiene da protese

( ) pasta dental ( ) escova dental
outros

(

Classificacdo de Newton

CHr CcHn ¢ )m

O material foi coletado(bochecho NaCl 0,9% estéri)? ( )S ()N
Fornecido o frasco de medicamento? ( )S ( )N

Quantidade Peso
Fornecido orientacdo de uso (receita)? ( )S ( )N
Marcar retorno em 7 dias

Carga fangica: UFC/mL Data [/ [
Identificacdo do fungo

Espécie

Resisténcia a antifungicos

Responsavel pelo preenchimento

V1 - Avaliacdo Data / /

Retornou medicamento? ( )S ( )N
Quantidade Peso
Classificacdo de Newton

CHr o ¢ o)m

Eventos adversos

34

() descamacdo da mucosa ( ) aftas ( ) reacdo alérgica(vermelhiddo, edema,

papulas) ( ) outros

Escala Heddbnica

7 - gostei muitissimo

6 - gostei muito

5 - gostei moderadamente

4 - nem gostei/nem desgostei

3 - desgostei moderadamente

2 - desgostei muito

1 - desgostei muitissimo

Fornecido o frasco de medicamento? ( )S ( )N
Quantidade Peso
Fornecido orientagao de uso (receita)? ( )S ( )N
Marcar retorno em 7 dias




Responsavel
preenchimento

35

pelo

V2 — Avaliacdo Data / /

Retornou medicamento? ( ) S
Quantidade Peso

( )N

Classificacdo de Newton

CHr o) o)m

O material foi coletado(bochecho NaF 0,9% estéril)? ( )S ()N

Carga fangica: UFC/mL

Eventos adversos
( ) descamacado da mucosa (
papulas) ( ) outros

) aftas (

) reacdo alérgica(vermelhiddo, edema,

Responsavel pelo preenchimento

Observacdes
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APENDICE II- Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE
versao 3 de 30 de abril de 2015

(Pesquisa Cientifica em Seres Humanos, Resolu¢cdo CNS 466/12)

O(A) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa
“AVALIACAO DA EFICACIA DE UMA FORMULAGAO MUCO-ADESIVA A BASE
DE EXTRATO PADRONIZADO DE PROPOLIS (EPP-AF®) COMO ANTI-SEPTICO
BUCAL”

Informacdes sobre a pesquisa

Titulo: ”AVALIAC;AO DA EFICACIA DE UMA FORMULAC;AO MUCO-ADESIVA A
BASE DE EXTRATO PADRONIZADO DE PROPOLIS (EPP-AF®) COMO ANTI-
SEPTICO BUCAL”.

Pesquisadores envolvidos: Erica Negrini Lia(pesquisadora principal, aluna de pos-
doutorado FMRP-USP) cel (61)9116-7148; Eduardo Barbosa Coelho (docente FMRP-
USP) cel 98136-7075; Andresa Aparecida Berreta e Silva, fone(16) 3514-4444; Gisela
de Martins Souza Pina, fone (62)8103-0307. O telefone do Comité de Etica em
Pesquisa(CEP) do HC/FMRPUSP é (16) 3602-2228.

Justificativa e objetivos da pesquisa

A proépolis, um produto natural produzido por abelhas, tem sido usado para tratar
varios problemas de saude. Ha pesquisadores que usaram a prépolis para tratar a
candidiase na boca(sapinho). Este estudo pretende avaliar se o uso da propolis
produzida pela empresa Apis Flora de Ribeirdo Preto-SP pode curar a candidiase
bucal (sapinho), que ocorre comumente em pessoas que usam dentadura.
Procedimentos

Para participar do estudo vocé passara por exame da boca e fard um bochecho com
soro fisioldgico, o que dura em média 20 minutos e sera realizado por um dentista.
Este exame e o bochecho ndo causam dor ou desconforto. Seu prontuario (que
contém suas informacfes de saude) também serd analisado e faremos algumas
perguntas relacionadas a habitos de higiene bucal. Serdo necessarias fazer 3
avaliagbes, sendo uma inicial, e mais duas outras, 1 semana e 15 dias ap0s o

primeiro exame. Os exames da boca serdo realizados no Ambulatorio de Geriatria
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do Hospital das Clinicas da FMRP-USP em Ribeirdo Preto-SP, no Ambulatério de
Geriatria do Centro Multidisciplinar do Idoso do HUB em Brasilia-DF ou no Curso de
Odontologia do Centro Universitario de Anapolis (Unievangelica) em Anapolis-GO, e
vocé sera atendido na cidade onde morar ou for mais préxima da sua casa. No
primeiro exame, se for encontrada a candidiase(“sapinho”) em sua boca, vocé
recebera o tratamento para 15 dias, que pode ser a prépolis ou 0 miconazol, de
acordo com um sorteio que faremos. Caso vocé seja sorteado para usar o gel de
miconazol, vocé devera passar com o dedo uma camada fina desse gel no céu da
boca, 3 vezes ao dia, apds a higiene bucal, durante 15 dias. No primeiro e no altimo
dia do exame, vocé devera fazer um bochecho com soro fisiologico e cuspir em um
frasco de plastico, que sera coletado pelo pesquisador para analise em laboratdrio.
Durante todo o tratamento, vocé devera seguir as orientacées de higiene bucal e
com a sua dentadura, passadas pelo pesquisador.

Riscos

Pode haver falha da prépolis em tratar a candidiase bucal. A propolis podera causar
irritacdo ou alergias no céu da boca. Caso isso ocorra, vocé passara a ser tratado
com o gel oral de miconazol. Em rarissimas situacdes, o gel de miconazol também
podera causar irritacdo ou alergias no céu da boca. Neste caso, o0 tratamento tépico
sera suspenso e passaremos a tratar vocé com um comprimido de fluconazol
tomado pela boca, em dose Unica. Esclarecemos que € pouco provavel que esses
efeitos colaterais ocorram, entretanto € importante que vocé esteja consciente dos
mesmos, caso acontegam.

Beneficios

Para vocé, o beneficio em participar da pesquisa sera passar por uma avaliacdo
odontologica completa e conhecer seu estado de saude bucal. Além disso, vocé
recebera o beneficio do tratamento e de orientacées de higiene de préteses e de
saude bucal.

Forma de acompanhamento e assisténcia

O estudo sera acompanhado por um cirurgido-dentista capacitado. Os
pesquisadores estardo a sua disposicdo para quaisquer esclarecimentos nos
telefones: Erica Negrini Lia / Eduardo Barbosa Coelho(16) 98136-7075 / 3602-2543,
Gisela de Martins Souza Pina, fone (62)8103-0307. Mesmo ap6s o encerramento da

pesquisa, vocé continuara seu acompanhamento de salde, médico e odontoldgico.
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Garantia de liberdade em participar da pesquisa

Vocé tem de plena liberdade de se recusara participar ou retirar seu consentimento,
em qualquer fase da pesquisa, sem nenhum tipo de prejuizo.

Garantia de sigilo

O pesquisador se compromete a manter segredo da sua participacdo e vocé sera
identificado apenas por um numero, e de publicar os resultados da pesquisa para a
comunidade médica e cientifica.

Indenizacéo

Vocé tem direito a indenizacdo conforme as leis vigentes no pais, caso ocorra
dano decorrente da sua participacdo na pesquisa.

Outros esclarecimentos

Vocé tem a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualguer duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a pesquisa e o tratamento a que sera submetido. O pesquisador
tem o compromisso de lhe dar informacéo atualizada durante o estudo, mesmo que
possa afetar sua vontade em continuar participando. Vocé recebera uma via deste
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que serd assinado e rubricado

em todas as paginas pelo pesquisador e por vocé.

Nome do participante assinatura Data

Nome do pesquisador assinatura Data
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA EFICACIA DE UMA EORMULAQAO MUCO-ADESIVA A BASE DE
EXTRATO PADRONIZADO DE PROPOLIS (EPP-AF®) COMO ANTI-SEPTICO

Pesquisador: Erica Negrini Lia

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 39116614.1.1001.5440

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP -
Patrocinador Principal: FINANCIADORA DE ESTUDOS E PROJETOS - FINEP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.057.529
Data da Relatoria: 01/05/2015

Apresentacao do Projeto:

A candidiase € a infec¢d@o fungica muco-cutdnea mais comum que ocorre na boca. Em idosos, a forma
clinica mais prevalente é a candidose atrofica cronica, também denominada estomatite protética, de
etiologia multifatorial. Para seu tratamento preconiza-se a utilizagao de antifingicos e cuidados de higiene
com a prétese, bem como sua remogéo durante o periodo do sono. Entretanto, ha casos de falha
terapéutica e de recorréncia rapida ap6s a interrupcdo do tratamento, principalmente se nédo ha
implementacgdo conjunta de medidas de higiene com a prétese. Mecanismos de resisténcia e toxicidade a
antifangicos também séo observados. Adicionalmente, o contato do antifingico com a mucosa é bastante
fugaz e hé diluigdo do mesmo pela ac¢éo da saliva, o que pode afetar a sua efetividade. Produtos naturais
como o propolis tem despertado o interesse como alternativa aos medicamentos sintéticos. Assim, o objetivo
deste estudo é testar a eficacia da formulagdo mucoadesiva contendo o extrato padronizado de propolis
(EPP-AF)como antisséptico bucal.

Objetivo da Pesquisa:

Testar a eficacia da formulagdo muco-adesiva contendo o extrato padronizado de prépolis (EPP-AF®) como
antisséptico bucal. OBJETIVOS ESPECIFICOS: Avaliar a atividade anticandida da formulagdo mucoadesiva
do EPP-AF®; Quantificar e comparar o niumero de unidades formadoras

Endereco: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3602-2228 Fax: (16)3633-1144 E-mail: cep@hcrp.usp.br
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de colénias (UFC) de Candida sp antes e depois de ambos os tratamentos, com extrato padronizado de
prépolis (EPP-AF®) e gel oral de miconazol (20mg/g); Avaliar a seguranga por meio da taxa de eventos
adversos por grupo e por teste de aceitabilidade dos produtos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
O principal risco refere-se a potencial auséncia de eficacia da propolis, ou a desencadeamento de reagdes
irritativas ou alérgicas no local da aplicagéo do produto em investigagao. Os autores referem que esses

riscos s@o pequenos e havera uma avaliagdo odontologica seriada dos voluntéarios incluidos no estudo.

Caso haja eventos adversos, o paciente sera excluido do protocolo e tratado com medicamento padrao
(miconazol 2%). Os beneficios apontados pelos autores se referem ao conhecimento acerca do estado de
saude bucal, receber o beneficio do tratamento e recebimento de orientagdes de higiene de préteses e de
salde bucal. Ainda, em caso de resisténcia a resposta ao tratamento tépico, a despeito da boa adesao do
paciente ao tratamento e as medidas de higiene, o paciente recebera tratamento com dose Gnica de
fluconazol 150mg por via oral.

Comentarios e Considerag¢oes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo multicéntrico nacional, em que o centro coordenador sera o HCFMRP-USP. O estudo
sera randomizado, aberto, de bragos paralelos utilizando o gel de miconazol a 2% como tratamento
comparador. O Grupo controle sera tratado com uso tépico de gel de miconazol a 2% e o Grupo propolis
sera tratado com o uso topico com a formulagdo mucoadesiva contendo extrato padronizado de prépolis a
3%. Os pacientes receber@o a medicagao de acordo com a sua alocagao no grupo de estudo, obtido por
tabela de aleatorizagado gerada eletronicamente e serdo orientados a aplicar fina camada do gel de
miconazol ou borrifar a formulagdo da prépolis sobre mucosa palatina, 3 vezes ao dia, ap6s a realizagéo da
higiene bucal, durante 15 dias. Todos os pacientes receberao instrugdo de higiene de suas préteses e seréao
orientados a retirar a prétese durante o periodo do sono. Coleta das amostras biolégicas: As amostras serao
coletadas como descrito em trabalhos prévios da literatura. As coletas ocorrerdo com um periodo minimo de
uma hora ap6s a ultima refeigado e higiene oral, em 10 mL de solug&o fisiolégica estéril, através de bochecho
por 30 segundos. O liquido do bochecho sera transferido para tubos estéreis de fundo cénico de 50 mL e
armazenados refrigerados entre o0 momento da coleta, transporte e semeadura nos meios de cultura
apropriados. Avaliagdo da carga fangica (contagem de Unidades Formadoras de Col6nia — UFC). Antes da
semeadura as amostras serdo concentradas por centrifugagdo, o sobrenadante sera descartado e o
precipitado ressuspendido em 1 mL de solugéo fisiol6gica, seguido por 6 diluigées
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seriadas na proporgao 1:10. Cem microlitros de cada diluigdo serdo semeados em placas contendo os
meios de cultura suplementados com cloranfenicol, as quais serao incubadas a 37°C por 48-72 h. As placas
gue n&do apresentarem colénias serédo incubadas até 120h. As colfnias identificadas no meio CHROMagar
Candida® serdo contadas e a carga flngica sera expressa em Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por
mililitro de lavado oral (UFC/mL). A determinagdo da carga flingica sera realizada no primeiro dia de
avaliagdo do paciente e no 15° dia apés a instituicdo do tratamento. Para a identificagéo das principais
leveduras e avaliagado da sua resisténcia a medicamentos antifingicos sera utilizado o teste bioquimico
CANDIFAST® (International Microbio-France). Por meio da fermentagdo de aglcares e suscetibilidade a
actiona, mudangas de cores nos pogos do kit permitirdo identificar a espécie de levedura. A auséncia ou
presenga de crescimento das leveduras na presenga de diferentes antifGngicos como a anfotericina B
(4g/mL); nistatina (200 unidades/mL); flucitosina (35g/mL); econazol (16 g/mL);

cetoconazol (16 g/mL); miconazol (16 g/mL); fluconazol (16 g/mL) determinar-se-a o padrao de resisténcia.
Para avaliagdo dos resultados, serdo utilizados testes estatisticos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Recomendagbes acatadas.

Recomendagdes:

N&o ha.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Diante do exposto e a luz da Resolugéo CNS 466/2012, o projeto de pesquisa v2 14/04/2015, assim como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido verséo 3 de 30 de abril de 2015, podem ser enquadrados na
categoria APROVADO.

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislagao vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatérios parciais
anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatério final ao término do trabalho. Qualquer modificagao
do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova versao, de forma objetiva e com justificativas,
para nova apreciagao.
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authors prior to submission. Authors that wish to use this service will receive a 10%
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get a quote, please click here.
Submission
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ANEXO IV- Manuscrito submetido ao referido periddico.

Journal: Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine
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Fator de Impacto: 1,931

Efficacy of Propolis on the Denture Stomatitis Treatment in Older Adults: A

Multicentric Randomized Trial

Gisela de M.S. Pina'?, Erica N. Lia%, Andresa A. Berreta®, Andresa P. Nascimento®,
Elina C. Torres®, Andrei F.M. Buszinski®, Eduardo B. Coelho®’, Vicente de P. Martins?
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® Laboratory of Research, Development and Innovation, Apis Flora Indl. Coml. Ltda.
“*University of S0 Paulo-USP, Ribeirdo Preto, Brazil.

*corresponding author (ebcoelho@fmrp.usp.br)

Abstract

Our hypothesis tested the efficacy and safety of a formulation of Brazilian propolis
extract gel compared to miconazole oral gel for the treatment of denture stomatitis
due Candida spp infection in older adults. Forty patients were randomly allocated in a
non-inferiority clinical trial into two groups. The control group (MIC) received 20 mg/g
miconazole oral gel and the study group (PROP) received mucoadhesive formulation
containing standardized extract of 2%(20 mg/g) propolis (EPP-AF®) during 14 days.
Patients were examined on days 1, 7 and 14. The Newton’s score was used to
assess the denture stomatitis. The colony forming unity count (CFU/mL) was
quantified and identified (CHROMagar Candida®) before and after the treatment.
Baseline characteristics did not differ between groups. Both treatments reduced
Newton's score (P <0.0001), indicating clinical improvement of the symptoms of
candidiasis with clinical cure rate of 70%. The microbiological cure with significant
reduction in fungal burden on T14 was 70% in the miconazole group and 25% in the
EPP-AF® group. The EPP-AF® appears to be non-inferior to miconazole considering
the clinical cure rate and could be recommended as an alternative treatment in older
patients.

Key words: Candida; propolis; stomatitis,denture; clinical trial.
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Introduction

Candidiasis is the most common fungal infection that occurs in the mouth [1,
2]. The microorganisms involved belongs to the genus Candida sp, and the species
most commonly found at sites of infection is Candida albicans. However, less
frequently it is found other species, such as C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
parapsilosis, C. guilliermondii and C. dubliniensis [2, 3]. Candida sp is a commensal
organism and its transformation into opportunistic pathogen occurs due to fungal
pathogenicity mechanisms such as epithelial adherence, morphogenesis, production
of hydrolytic enzymes and phenotypic changes. The immune defense of the host and
local defense response are actively involved in the resistance to the fungus
pathogenic mechanisms and the development and progress of infection [3, 4]. Thus,
immunosuppression, (HIV infection, corticosteroid therapy, chemotherapy), diabetes,
premature birth, prolonged use of antibiotics, associated with local factors such as
hyposalivation, use of inhaled corticosteroids, poor oral hygiene and continuous use
of removable dentures (RD), predispose to the occurrence of oral candidiasis [1].

Among the various clinical forms, there is chronic atrophic candidiasis, known
as denture stomatitis, which is characterized by erythematous lesions located mainly
in the upper palate, which contact the denture base. The prevalence of the disease
among top RD users presented by the literature is 58-88% [1, 2, 5]. The presence of
cracks or porosities in the acrylic resin of which are made the prosthesis serve as
fungus reservoirs [1, 2, 6, 7].

Denture stomatitis is treated with antifungals (miconazole, nystatin,
fluconazole), but studies show cases of treatment failure and rapid recurrence after
discontinuation of treatment especially if not accompanied by proper hygiene of the
prosthesis [8]. Resistance mechanisms to these drugs and antifungal toxicity for
these patients are also observed [6, 9-11]. Thus, natural products such as propolis,
is gaining prominence. This product is a resinous substance derived from exudates
of Brazilian biodiversity, mixed with floral sap, salivary secretions of bees, wax and
pollen.

In previous studies, the standardized extract of propolis (EPP-AF®) had
demonstrated its safety where it has determined that it is not a cytotoxic product or

has mutagenic potential orally or topically [12, 13], as well as having anti -
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inflammatory [13, 14], antiulcer [15], wound healing and antimicrobial [16, 17] and
fungicidal activities [11, 18-21]. Its properties justify the hypothesis to be used as
topical treatment of denture stomatitis. The therapeutic effect of alcoholic extract of
propolis 20% in patients with denture stomatitis was evaluated in another study, in
which there was regression of the lesion in all treated patients, Nystatin used as
positive control [20]. However, the ethanol used as solvent may irritate the oral
mucosa, and does not have mucoadhesive characteristic. Other studies with EPP -
AF® in vitro models for anti-Candida activity found that the alcoholic extract at a
concentration of 1% was enough to eliminate 10° cells/ml [22]. The efficacy of
propolis gel were demonstrated and compared to the use of miconazole oral gel in
clinical studies [19, 23].

Thus, the objective of the study was to test the efficacy and evaluate the
safety, acceptability and anti-Candida activity of the EPP-AF® mucoadhesive
formulation compared to miconazole oral gel (20mg/g) through the quantification and
identification of isolated Candida species of mucosa of the population studied before

and after treatments.
Materials and Methods
1- Trial design

This is a multicenter, randomized open-label, parallel arm trial. The
randomization of the study participants in the study groups was done by the
electronic generation by the site (http://www.graphpad.com/quickcalcs, GraphPad
Software, Inc).

This study was approved by the Human Research Ethics Committee of the Hospital
das Clinicas of the Medical School of Ribeirdo Preto of the University of Sdo Paulo
(protocol 1,057,529) and registered in the Clinical Trials (NCT02818803).

2- Participants
Patients were enrolled in the University of Anapolis (UniEvangelica) and the

Family Health Center of the Hospital das Clinicas of the Medical School of Ribeirdo

Preto, University of Sdo Paulo (HCFMRP- USP) between the months of January and
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June 2016. The inclusion criteria were age over 60 years, being a user of RD
superior and presenting prosthetic stomatitis. Exclusion criteria were presence of
dementia and use of antibiotics and/or antifungals in the last 2 months. The

volunteers agreeing to participate in the study signed the informed consent form.

3- Interventions

The volunteers were randomly assigned to 2 groups, the control group (MIC)
treated with oral gel containing 20 mg / g miconazole and the propolis group (PROP)
treated with a mucoadhesive formulation containing gel with EPP-AF® propolis
standard extract 2 %. The ingredients of the formulation were standardized extract of
propolis (EPP-AF®) sorbitol, pectin (polymer) potassium sorbate (preservative),
ascorbic acid (acidulant), sweeteners (xylitol and sucralose), aromas (menthol and
vanilla ) And purified water. EPP-AF® was produced and supplied by Apis Flora
Industrial e Comercial Ltda (Ribeirdo Preto, SP). The extract was standardized using
a crude propolis composition obtained from several regions of Brazil, with a
predominance of green propolis originating from Baccharis dracunculifolia (patent
number 0405483-0).

The volunteers were instructed to perform oral and prosthesis hygiene,
sprinkle the prosthesis base with 0.12% chlorhexidine digluconate solution, remove
the excess and apply thin layer of miconazole oral gel 20 mg/g, or gel with EPP-AF ®
on the inner surface of the prosthesis 3 times a day for 14 days. All patients were
instructed in oral hygiene, prosthetic maintenance and medication application, and
were instructed to remove the prosthesis during the sleep period and to
accommodate in a container with water. Patients received a pre-weighed gel tube, a

0.12% chlorhexidine vial, and written instructions for use

4- Collection of socio-demographic data, medical history and habits

Demographic data and medical history were collected by means of anamnesis
on the first day (T0). The volunteers were asked about the prosthesis time of use,
habits, frequency and products used for oral hygiene and prosthesis, also about the

habit of sleeping with the prosthesis.
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5- Clinical evaluation of denture stomatitis

Patients underwent intraoral examination on the first day of evaluation (T0), and the
classification proposed by NEWTON [24] was used to evaluate denture stomatitis,
divided into type | (localized inflammation or points of hemorrhagic petechiae); Type
II (more diffuse erythema involving part or all of the area covered by the prosthesis);
Type Il (erythema associated with papillary hyperplasia in the area covered by the
prosthesis). The patients were reexamined after 7 (T7) and 14 (T14) days of

treatment.

6- Evaluation of the fungal burden

The mouthwash samples were collected with 20 mL of 0.9% sodium chloride
solution for 20 seconds at days 1 and 14, dispensed in sterile tube and refrigerated
conditioned until laboratory processing. The collections followed protocol from
previous studies [25-28].

In the laboratory the samples were centrifuged for 15 minutes at 25°C at 3000
X g, discarded the supernatant and resuspended in 1 mL of 0.9% sodium chloride
solution. The first dilution of each sample was made in 0.9 mL of 0.9% sodium
chloride solution and 0.1 mL of the initial sample, which was 10 (1:10). The second
dilution was made by collecting 0.1 mL of the previous dilution (10%) in 0.9 mL of
0.9% sodium chloride solution, 10 (1: 100). One hundred pl of the samples were
seeded by spreading on sterile plates containing the Sabouraud dextrose agar (SDA)
culture medium (Difco, Detroit, MI, USA) which was prepared according to the
manufacturers instructions and added with 5 mL chloramphenicol 0.1 g / ML to 1,000
mL of the medium. A fourth plaque was seeded by exhaustion in CHROMagar
Candida® medium (CHROMagar Company, Paris, France) for identification of the
species, and stored in a 37°C stove for 48h. Then the CFU/mL count and
identification of the Candida species were made for comparison at the beginning and

end of the treatment and comparison between the groups.
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7- Evaluation of adherence to treatment

The miconazole and EPP-AFA® tubes were weighed before, on day 7 (T7)
and at the end of the study protocol (T 14).

Patients who consumed more than 5 g of the product during treatment were
considered as adherents.

8- Safety evaluation and product acceptability analysis

Adverse events reported by volunteers were noted. The 7-point Hedonic scale,
adapted from DUTCOSKY [29], was used to analyze the acceptability of the products
used, the gel containing EPP-AF and the commercial product miconazole.

9- Statistical Analysis

The sample size was determined according to the formula described by
CHOW et al. [30] for studies of parallel 2-arm design with dichotomous outcome. The
calculation was made considering the clinical response rate with inferiority margin of
10%, alpha 0.05 and power of 0.80 and abandonment rate of 15%, resulting In 20
patients per group. Data analysis was done by intention to treat.

The primary outcome was fairness in the clinical cure rate, and for the
secondary outcomes the fungal burden reduction rate was considered to be > 50% of
the pre-treatment value, the combined clinical and microbiological cure rate, and the
acceptability of the products in test. The significance level considered was p <0.05.
The quantitative data (age, product intake, time of RD use and fungal burden) were
compared by the Student t test with Welch correction. For the gender, Fisher's exact
test was performed and for hygiene frequency, the Mann-Whitney test. The clinical
evolution of the lesions was measured by the Newton score and compared by the
Friedman test with Dunn post-test, and the reduction of CFU/mL after logarithmic
transformation was analyzed by ANOVA for repeated measurements. Clinical and
microbiological outcomes were analyzed by Fisher's exact test. The acceptability of
the product was compared by the Mann-Whitney test. Descriptive statistics were
used for the distribution of Candida species.
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Results
[ Enrollment ] Assessment for eligibility
(n=171)
Excluded (n=131)
+ Not meeting inclusion criteria
(n=109)
+ Decline to participate (n= 22)
.
Randomized (n=40)
l [ Allocation ] l
Allocated to intervention (n=20) Allocated to intervention (n=20)
PROPOLIS MICONAZOL
+ Received allocated intervention (n=20 ) + Received allocated intervention (n=20)
[ Follow up
Lost to follow up, did not return (n=1) Lost to follow up, did not return (n=0)
i [ Analysis ] i
Analysed (n=19) Analysed (n=20)

+ Excluded from analysis (did not return) (n=1) + Excluded from analysis (give reasons) (n=0)

Figure 1. CONSORT flowchart

Patients were recruited and examined from January to June 2016. The

CONSORT flowchart is shown in Figure 1. Table 1 summarizes group
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characteristics, lesion classification, and fungal load. The groups were formed with
female predominance, with no significant differences between the other
characteristics.

Ninety-five percent of the volunteers reported sleeping with the dentures during

nocturnal sleep.

Table 1. Baseline characteristics of the study groups, classification of palatine
lesions and initial fungal burden

Variable MIC (n=20) PROP (n=20) P Value
Age (years) 73+9 73x17 0,98
Gender (F %) 80 90 0,66
RD : time of use 30+13 35+11 0,20
(years)

Current: RD time of 11+9 15+15 0,23
use (years)

Frequency of RD 3(3-3) 0,31
hygiene 3 (2-3)

(times/day)

Newton's score 2 (1-2) 2(1-2) 0,98
(TO)

Amount of gel (g) 17+13 2017 0,55
Unity count (Log 3,7*1,6 3,3+1,6 0,44
CFU/mL) TO

Data expressed as mean (median) and SD (range 25 to 75% range).

Figure 2 shows the clinical evolution represented by the Newton's
classification, and the microbiological evolution, as measured by the count of colony
forming units. The majority of patients presented remission of the lesions during the
14 days of treatment, with a clinical cure rate of 70% for both groups. The MIC group,
but not the PROP group, presented a significant reduction of the CFU/mL count (p =
0.01) in T14.
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FIGURE 2- A and B. Clinical evolution measured by Newton's classification (A,
miconazole and B, EPP-AF®). C. Microbiological evolution measured by colony forming
unitsCFU/mL (C). A and B: Friedman test with Dunn post-test (C) ANOVA test. The bars
represent the median. Cl = 95% * P <0.05
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The clinical and microbiological outcomes are shown in Figure 3. Both groups
showed clinical cure of the lesions in 14 patients in T14. About 14 patients in the MIC
group presented reduction of the fungal burden, with microbiological cure, against 5

patients of the PROP group at T14.

A
Clinical cure outcome
15 -
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o
+ 10 4
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Microbiological cure outcome
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Figure 3. (A) Clinical and (B) microbiological outcomes. The bar chart compares the
clinical outcome (A) of the two groups by the clinical improvement observed by Newton's
classification and microbiological outcome (B) by the reduction of CFU / mL. (A) (B) Fischer's
exact test. * P <0.05. P = 0.02.
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In both groups, there was high acceptability to the products used. Ninety-five
percent of patients in the PROP group reported having great or very high taste,
compared to 70% in the MIC group. Only 5% of the MIC group classified the drug
among the scores 1-3 of the hedonic scale, and no patient in the PROP group rated it

within this score range.

In PROP group, one patient reported burning sensation during application and
no adverse effects were reported by the participants in the other group.

Identification of the Candida species was performed by the CHROMagar
Candida®. The most prevalent species were C. albicans in 90% of the MIC group
and 85% of the propolis group. Species suggestive of C. glabrata or C. parapsilosis
were present in 45% of patients in the MIC group and 40% in the PROP group.
Candida tropicalis appeared in 45% of the PROP group and 20% of the MIC group.
Only one patient in each group presented the species C. krusei. Isolation cultures of
a single species were observed in 55% and 40% of patients in the MIC and PROP
groups respectively. And cultures with two and three species appear in the MIC
group in 30% and 15% and in the PROP group in 40% and 20% in the TO, and in the
MIC T14 group, only 5% of the patients had multiple cultures. In the last examination
for the PROP group, a reduction of 5% of patients with two or three Candida species

was observed.

Discussion

Of the 171 patients examined, 131 were excluded because they did not
present lesions characteristic of candidiasis or did not meet the inclusion criteria of
the minimum age. Of the 40 patients analyzed, 85% were female. This data
corroborates the literature showing a higher prevalence of prosthetic stomatitis
among women [8, 21, 28], possibly due to women's increased demand for treatment.
All' 5 male volunteers had time to use a prosthesis over 20 years old and slept with a
prosthesis. A hormonal factor may be associated with female predominance,
Golecka-Bakowska and colleagues found that middle-aged women using hormonal
supplements and removable total dentures are more prone to the development of

oral candidiasis associated with prosthesis use [31].
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The analyzed variables are directly related to the increased risk of prosthetic
stomatitis. The mean time of use of the current PTRs was 11 + 9 years for the MIC
group and 15 + 15 years for the PROP group. Although there is no consensus in the
current literature regarding the time limit for the use of the same RD [32], there is a
significant relationship between the time of use of prosthesis and oral candidiasis. In
a study to evaluate the time of use and quality of PTRs [33], they concluded that the
time of use influences the overall quality of the prostheses, but it is difficult to
generalize the useful life in a period of 1 to 10 years.

It is known that in addition to adhering to oral structures, Candida sp species
also colonize the irregularities present in the acrylic structure of the prosthesis [2, 8,
28, 34]. Of the forty participants in the study in question, thirty-eight patients reported
sleeping with the dentures. This habit is harmful because the contact of the
contaminated surface of the denture with the palatal mucosa is continuous, favoring
the reduction of salivary flow and the development of denture stomatitis [2, 8, 35-37].
Studies show that only the drug treatment of the patient is not effective, and
disinfection of the denture surface is necessary. The association of mechanical
method, brushing, and chemical method, astringent solutions and detergents is
described as more effective in cleaning and reducing microorganisms [8, 36, 38, 39].
The 0.12% chlorhexidine digluconate spray was used in order to disinfect the
prosthesis in order to avoid recontamination by the adhered microorganisms.
Chlorhexidine has already published in the literature its antimicrobial potential in
biofilm removal and prevention of colonization of Candida albicans [21, 35, 40, 41]
but its activity depends on a time of action greater than 30 minutes [41]. Some
studies point to an improvement in the appearance of the patient's mucosa with
prosthetic stomatitis after topical use of chlorhexidine [42, 43]. However, even a short
time of exposure to the antiseptic may cause interference in the interpretation of
clinical improvement of the lesions.

Regarding the prevalence of species, our finding corroborates several studies
in the literature that point to Candida albicans as the main etiological agent of
prosthetic stomatitis [2, 21, 28, 35, 44—46].

Previous studies in in vitro and in vivo models have demonstrated the absence
of cytotoxic and mutagenic potential of propolis gel [12, 22]. Based on these previous
studies, the composition used in the present study was determined. The product was

formulated with 2.85x the fungicidal concentration obtained in the anti-Candida
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albicans model in vitro, which was 0.7% (7.0 mg/g). Histopathological studies were
performed demonstrating that up to 3.6% of propolis did not cause an inflammatory
or irritant process [17].

In the present study, the anti-inflammatory and healing action of the
formulation based on the propolis extract overlapped the antifungal action,
considering that there was a clinical cure, but without reducing the fungal load. The
anti-inflammatory action was attributed to the clinical improvement of the lesions.
These findings corroborate the research by BERRETTA et al. [17], who evaluated the
healing action of propolis gel on wounds in the epithelium of rats and concluded that
concentrations of 2.4% and 3.6% were effective for tissue reconstitution. Other
authors demonstrated antifungal activity of propolis, even in small concentrations,
and concluded that the antifungal effect was directly proportional to the concentration
of propolis used. In our study, the concentration of propolis of 2% was used,
incapable of provoking irritant changes to the mucosa; Yet the reduction of CFUs
was not satisfactory [47]. Therefore, it may be questioned whether the time of
treatment or use of higher concentrations could interfere with the antifungal action.
Capistrano et al [19] obtained clinical improvement in prosthetic stomatitis lesions,
but without total remission of the lesions in all patients, in a study with methodology
similar to the present study.

We can score interesting advantages in a natural product with anti-
inflammatory, healing and clinical improvement capacity of denture stomatitis when
compared to an anti-fungal drug. Candida is a commensal microorganism present in
most of the population, so we should consider that its elimination possibly causes an
imbalance of the oral microbiota. No pattern was observed between CFU reduction
and clinical improvement of prosthetic stomatitis. Patients with high number of
colonies presented clinical regression of the lesion, as well as some patients who
showed small inflammatory regression, presented a reduction in the number of
CFUs. One hypothesis could involve the propolis' ability to act on the dimorphism of
Candida albicans between the pseudohyphas and hyphae forms in yeasts, the latter
being non-pathogenic. It is known that this change may be related to the virulence
and pathogenicity of the fungus [3, 48-50] with the pseudohyphas and hyphae being
the pathogenic morphotypes. Propolis may cause a change in the phenotype of the
fungus without necessarily reducing it quantitatively. In prospects for further studies,

the relationship between the clinical improvement of prosthetic stomatitis lesion by
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EPP-AF® treatment and the change in fungus phenotype. Another thing to keep in
mind is that propolis also has anti-inflammatory action via the immune system [14]
and that candidiasis is triggered, among other possible factors, by an imbalance of
this response (immunosuppression) that favors the dimorphic transition to The
pathogenic form [1]. Thus, if propolis is acting in the balance of the immune
response, it is possible that as a consequence Candida transits to the non-
pathogenic morphotype, that is, it is not possible to know from the data available at
the time, if the propolis is acting directly on The causative agent or the host's immune
response, a response that will be studied in the future. In any case, the remission of
clinical symptomatology without the imbalance of the microbiological flora is a very
interesting and positive fact.

Acceptability of the product is important for patient adherence to treatment.
The non-adherent patient may have difficulties in maintaining dosage and may suffer
from inadequate exposure to antifungal, adverse effects [51], risk of drug interactions
[52-54] and microorganism resistance, commonly observed in azole antifungals [10,
11, 55]. Miconazole acts by altering the permeability of the cell membrane, and is
considered the antifungal of choice for topical treatment of denture stomatitis in
healthy patients. However, its recurrent use may cause resistance of Candida
species to miconazole in elderly patients with denture stomatitis [10, 56]. Results of a
meta-analysis showed that miconazole showed greater clinical efficacy for the
treatment of denture stomatitis compared to natural substances, including propolis
[51]. However, in our study, clinical improvement was similar between the two
products. Miconazole, in spite of its topical action, may be sufficiently absorbed to the
point of interacting with other drugs. There are reports of interaction with the
anticoagulant  warfarin, in addition to antidepressants, antihistamines,
iImmunosuppressants, antiepileptics, which may present a risk of interaction with
Miconazole oral gel [52, 53] .The authors still caution against the consideration of
interactions between drugs by dental surgeons prior to prescriptions.

Some studies indicate that patients exposed to risk factors and with recurrent
candidiasis should be treated with antifungals with lower potential for developing
resistance in microorganisms [6, 37], regarding this issue, propolis demonstrated
antifungal action by at least three mechanisms of action in the model of deletion
strains of S. cerevisiae [18, 57] and in C. albicans [58], making it difficult to develop

microbiological resistance. Thus, the data herein have shown that an action in the
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present pathology by an anti-inflammatory and cicatrizing action, and not antifungal,
the risk of resistance using EPP-AF®, would be discarded. Elderly are a target
audience for the development of repetitive denture stomatitis, due to the high rate of
use of removable dentures, therefore, the ideal treatment are effective alternatives

and with minimal risk, offering greater safety.

Conclusion

The present study is a clinical trial performed in elderly patients with prosthetic
stomatitis to evaluate the efficacy of a new mucoadhesive formulation based on
propolis extract. Propolis has proven effective in reducing symptoms and lesions,
presenting, in this study population, greater anti-inflammatory efficacy and healing
than antifungal. For future studies, it is suggested the microbiological evaluation of
phenotypic and genotypic characteristics as possible correlations between Candida

species and the degree of clinical improvement of the lesions.
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