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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar microscopicamente a reagao do tecido pulpar,
em dentes pulpotomizados de suinos, frente a acdo das pastas a base de hidrdxido
de calcio, extrato padronizado de propolis a 80% e a associacao delas. Foram
utilizados 9 suinos machos, com peso variando entre 75 a 100 kg e idade média de
140 dias. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos
experimentais, de acordo com os periodos de andlise: 7, 21 e 42 dias. Os dentes
utilizados para o procedimento de pulpotomia foram os quatro incisivos deciduos
inferiores, que se apresentavam integros, sendo que em todos os periodos
experimentais o incisivo lateral esquerdo nao recebeu nenhuma pasta (controle), o
incisivo central esquerdo recebeu a pasta de extrato padronizado de prdpolis a
80%, o incisivo central direito a pasta de hidréxido de calcio e o incisivo lateral
direito a associacdo das duas pastas. Apds os periodos determinados, os animais
foram sacrificados e os dentes removidos para processamento e analise
histoldgica. Em todos os periodos de estudo, observou-se, no tecido pulpar reagao
inflamatdria cronica leve, exceto no grupo do hidroxido de calcio, que aos 7 dias
apresentou reagao inflamatdria crénica moderada. Apds 42 dias todos os grupos,
exceto o controle, apresentaram a formagao de barreira de tecido mineralizado,
que recobria o tecido pulpar exposto. Concluiu-se que, as pastas de extrato
padronizado de prépolis a 80% e da associacao entre hidroxido de calcio e extrato
padronizado de propolis a 80%, mostraram-se eficientes na inducdo da formacao
de barreira de tecido mineralizado e manutencao da vitalidade do tecido pulpar

quando utilizadas em pulpotomia em dentes deciduos suinos.






Summary

The aim of this study was to assess microscopically the pulp tissue of swine teeth
submitted to pulpotomy with calcium hydroxide, standardized propolis extract
(80%) and the association between calcium hydroxide and standardized propolis
extract (80%). Nine male swine, with weight ranging from 75 to 100 kg and mean
age of 140 days, were used for the study. The animals were randomly distributed
in 3 experimental groups with 3 animals each, according to the periods of study of
7, 21 and 42 days. The teeth used for the pulpotomy were the four lower primary
incisors, where in all experimental periods the left lateral incisor did not receive
any substance (control), the left central incisor received the standardized propolis
extract (80%), the right central incisor the calcium hydroxide and the right lateral
incisor the association between the two tested substances. After the determined
periods of study, the animals were killed and the teeth removed for histological
analysis. In all periods of time, it was observed a mild chronic inflammatory
reaction in the pulp tissue, except the calcium hydroxide group, which after 7 days
presented a moderate chronic inflammatory reaction. After 42 days of the
procedure, all groups presented the formation of a hard tissue barrier that
recovered all pulp tissue, except the control group. In conclusion, the standardized
propolis extract (80%) and the association between calcium hydroxide and
standardized propolis extract (80%) were able to form a hard tissue barrier and to
maintain the vitality of the pulp tissue of swine deciduous teeth submitted to

pulpotomy.
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A polpa dentaria € um tecido bem vascularizado e inervado, capaz de reagir
a diversos estimulos, fisicos, quimicos ou bioldgicos e, consequentemente, alcancar
um reparo adequado, com formacao de barreira mineralizada (ALBUQUERQUE et
al., 2006). Se o estimulo ou dano forem intensos, a polpa dentaria eventualmente
nao consegue o reparo, estabelecendo a necrose de todo o tecido pulpar.
Entretanto, se ha discreta exposicao do tecido pulpar em um dente deciduo ou
permanente jovem, ha procedimentos que podem ser realizados para tentar
restabelecer a salde pulpar e manter sua vitalidade (HUTH et al., 2005;
MARKOVIC et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006).

A polpa exposta € definida no site do MeSH (Index Medicus: Medical Subject
Headings) como o resultado de alteracdes patoldgicas no tecido duro de um
determinado dente, causadas por carie, fatores mecanicos ou trauma, os quais
deixam a polpa susceptivel a invasdo bacteriana do ambiente externo. O
tratamento empregado numa polpa exposta deve ter como objetivo o seu
completo reparo e favorecer a formagao de barreira de tecido duro que recubra
totalmente o tecido pulpar exposto (OLSSON et al., 2006).

A pulpotomia é um procedimento utilizado e indicado principalmente em
dentes deciduos e permanentes jovens, onde ha amputacdo da polpa coronaria
que se apresenta inflamada e/ou infectada e insercao de um agente protetor sobre

o restante do tecido pulpar viavel, a fim de permitir a manutencdo tanto da sua
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vitalidade quanto da sua funcao (RANLY; GODOY-GARCIA, 2000; HUTH et al.,
2005; MARKOVIC et al., 2005).

Uma série de medicamentos tem sido empregada no recobrimento do tecido
pulpar exposto durante a pulpotomia. Entre os mais freqlientemente utilizados
estdo o formocresol, o hidroxido de calcio, e atualmente, o agregado de tridxido
mineral (CENGIZ et al., 2005; HUTH et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006;
OLSSON et al., 2006; TUNC et al., 2006), sendo que o hidroxido de calcio e o
agregado de tridxido mineral estdo associados a formacdao de uma barreira de
tecido duro mineralizado (HUTH et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006; TUNC et
al., 2006).

Dentre as variadas substancias indicadas para a pulpotomia, o hidréxido de
calcio é o que evidencia os melhores resultados até o presente momento,e a
literatura demonstra que ele favorece a reparacao do tecido pulpar lesado e
estimula a formacao de barreira de tecido mineralizado (WAKABAYASHI et al.,
1993; ALBUQUERQUE et al., 2006; TUNC et al., 2006).

Quando o hidréxido de célcio é colocado em contato direto com o tecido
pulpar ocorre uma reacao tecidual imediata e de curta duracdo atribuida a sua
elevada alcalinidade. Este efeito alcalino é decorrente da liberacao de ions hidroxila
que em contato direto com tecido vivo, provocam alteracdes morfoldgicas
caracterizadas histologicamente em sua fase inicial, pela presenca de zona de

necrose superficial auto-limitante (SCHRODER, 1985). Além disso, segundo CVEK
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(1972), o meio alcalino impede a proliferagdao bacteriana, sendo de fundamental
importancia ja que a reparagao tecidual e a deposicao de tecido mineralizado
somente ocorrem em auséncia de processo infeccioso.

Entretanto, alguns autores afirmam que o elevado pH é potencialmente
téxico ao tecido pulpar e tende a dissolver o tecido mole, o que leva a inflamacao
pulpar cronica e necrose de células in vivo. Além disso, estudos clinicos revelam
aumento da taxa de insucesso a medida que o tempo de seguimento é mais longo
(OLSSON et al., 2006). Uma possivel causa para esse progndstico incerto em longo
prazo, € que a barreira de tecido duro ndo tenha sido formada de maneira
adequada ou que essa eventual neo-formagao de tecido duro nao seja eficiente
como uma barreira funcional a penetracao e contaminacao bacteriana oriunda de
micro-infiltragdes em margens de restauragdes (SAFAVI; NICHOLS, 1994; OLSSON
et al., 2006).

Atualmente, com o incremento dos estudos na area da fitoterapia, em
especial a apifitoterapia, inserida em programas que visam a cura € a prevencao
de varias afecgles, tem-se estudado a aplicacdo de diferentes extratos naturais
principalmente com finalidade antimicrobiana, antiinflamatéria e reparadora
(KHAYYAL et al., 1993; BRETZ et al., 1998; KOO et al., 2000; SILVA et al., 2004;
SILICI et al., 2005; TAN-NO et al., 2006; MACHADO et al., 2007). Assim, a

Odontologia nao poderia se abster desta nova perspectiva de tratamento, que
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adota o0 uso de medicamentos naturais, de menor custo e menos agressivos ao
organismo (MANARA et al., 1999).

A propolis € uma substancia resinosa de coloracdo e consisténcia variada
coletada por abelhas, de diversas partes da planta, tais como brotos, botdes florais
e exsudatos resinosos, encontrada nas colméias, onde tem a fungdo de
impermeabilizacado, isolamento térmico e vedacdao (MANARA et al., 1999). Seu uso
na Medicina e Farmacologia vem desde os primordios da civilizagdo egipcia
(OLIVEIRA, 2004; SALATINO et al., 2005).

Em relacdao as estruturas quimicas que compdem a propolis, muitas delas
sdao conhecidas, tais como alcoois, aldeidos, acido alifaticos, ésteres alifaticos,
aminoacidos, ésteres aromaticos, cetonas, acidos graxos, além de vitaminas B1,
B2, B6, C, E, prata, lantanio, antiménio, cobre, manganés, ferro, calcio, aluminio e
silicio (MANARA et al., 1999).

A essa substancia, se atribui atividade antibacteriana devido a presenca de
flavonodides, acidos aromaticos e ésteres; acdo bactericida pelos acidos ferulico e
cafeico; atividade antiviral devido a presenca e acao de flavondides e derivados de
acidos aromaticos; atividade anti-fungica; além de acdao anti-ulcerativa,
imunoestimuladora, hipotensiva e citostatica (MANARA et al., 1999; FERNANDES
JUNIOR et al., 2005; SILICI et al., 2005; BRAILO et al., 2006; ONCAG et al.,
2006). Como agente antiinflamatdrio, é observado que a propolis inibe a sintese de

prostaglandinas (KOO et al., 2000; TAN-NO et al., 2006). Além dessas
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caracteristicas, é pouco irritante ao tecido subcutaneo de ratos (OLIVEIRA, 2004) e
fibroblastos quando em concentracoes de 4 mg/ml ou inferiores (AL-SHAHER et
al., 2004).

Diante dos beneficios e vantagens relatados na literatura, a propolis pode
ser indicada no tratamento de doencgas relacionadas as varias especialidades da
Odontologia. Assim, alguns estudos ja foram realizados para verificar a agdo e a
aplicacdo da prdpolis em patologias odontogénicas, além de testar seu potencial
em acelerar o processo de reparo em feridas cirlrgicas e ulceragdes aftosas
recorrentes (MANARA et al., 1999; SAMET et al., in press). No entanto, poucos
estudos foram realizados para avaliar seu uso na Endodontia, como medicacao
intra-canal, solugao irrigante ou como medicamento para pulpotomia (BRETZ et
al., 1998; AL-SHAHER et al., 2004; SILVA et al., 2004; SABIR et al., 2005; ONCAG
et al., 2006).

Uma das dificuldades observadas nos estudos que utilizam a prépolis diz
respeito a sua composicao quimica, que varia de acordo com a regido onde a
mesma € coletada em funcdo da flora existente nas mediacbes do apiario e do
material coletado pelas abelhas, gerando problemas na padronizacao do produto
(BANKOVA, 2005; SALATINO et al., 2005).

Desta maneira, BANKOVA (2005) prop0s a caracterizacao da prépolis pela
quantidade total de flavonodides, de flavonas, de di-hidroflavonol e de contetdos

fendlicos tentando facilitar os estudos com o produto e permitir aos pesquisadores
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correlacionar determinadas caracteristicas quimicas as atividades bioldgicas
especificas.

Assim, a utilizacdo de um produto padronizado, com substancias e suas
concentracdes definidas, mantém a estabilidade quimica e permite a obtencao de
sua reprodutibilidade lote a lote (BERRETTA, 2003). Dessa maneira, foi
desenvolvida uma formula que contempla quantidades definidas de propolis de
varias regides do Brasil com principios ativos ou marcadores como a Artepelin-c,
Bacharina, Acido p-cumérico e Drupanin, sendo essas substancias avaliadas e
monitoradas quali-quantitativamente. Esta férmula, designada como Extrato
padronizado de prdpolis — EPP — AF, foi produzida pela Apis Flora (Ribeirao Preto,
SP, Brasil) e encontra-se em processo de patente, no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI), sob o nimero PI 0405483.

A realizacdo de estudos para comprovacao da atividade antiinflamatoria,
antimicrobiana e reparadora do extrato padronizado de prépolis — EPP - AF é
necessaria para sua validacdo e para verificacdo da sua viabilidade na terapéutica

endodontica.



Revista da Literatura



Revista de Literatura 9

Para melhor entendimento, a revista de literatura sera dividida em duas
partes: a primeira abordara o procedimento de pulpotomia e os diversos materiais
utilizados nesse procedimento, principalmente o hidroxido de calcio; a segunda,

versara sobre a propolis e suas diversas propriedades bioldgicas.

1. Pulpotomia

JEAN et al. (1988) utilizaram fosfato tricalcico associado a hidroxiapatita em
pulpotomias realizadas em dentes de porcos e verificaram a existéncia de pontes
de dentina, com deposicdo mais rapida e mais espessa que a do proprio hidroxido
de calcio quando usado isoladamente.

WAKABAYASHI et al. (1993) afirmaram que o hidréxido de célcio quando
aplicado a polpa exposta, promove a formagao de barreira precipitada. Por debaixo
desta barreira ocorre a migracao, proliferacao e diferenciacao de células pulpares,
havendo deposicao de nova camada de dentina pelos odontoblastos. A presenca
dos ions hidroxila mantém uma condicao local de alcalinidade necessaria para a
divisdo celular e formacdo de uma matriz. Os ions hidroxila sdao também
responsaveis pela necrose inicial.

WILKERSON et al. (1996) avaliaram os efeitos clinicos, radiograficos e
histoldgicos do laser de argonio HGM PC Oralase em polpas vitais de dentes
suinos. Pulpotomias foram realizadas em 42 dentes deciduos de trés porcos jovens

e observados apds 7 ou 60 dias. Para cada periodo experimental, nove dentes
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receberam uma dose de laser de argdnio de 1 W, 2 segundos (24,88 J/cm?) e
nove dentes receberam 2 W, 2 segundos (49,74 J/cm?). Os controles consistiram
de trés dentes para cada periodo de estudo e nao foram expostos ao laser de
argonio. Nao havia diferencas significativas entre as duas densidades de energia
com relacdo aos aspectos clinicos, radiograficos e histoldgicos nos dois periodos de
estudo. Formacao de dentina reparadora foi observada histologicamente em 9
dentes apds 7 dias e em 13 dentes apds 60 dias, sendo que em todos os dentes a
vitalidade pulpar foi mantida, independente do tempo de estudo. Assim, com esses
resultados, o uso do laser de argbnio nos parametros descritos nesse estudo
aparentemente nao causa alteragdes no tecido pulpar.

JEPSEN et al. (1997) investigaram a possivel inducao de formacao de
dentina reparadora pela proteina osteogénica humana recombinante 1. Para este
estudo, foram utilizados 16 dentes de 4 porcos miniatura adultos, onde os dentes
tiveram os tecidos pulpares expostos, os quais foram tratados com 3 mg de um
complexo de proteina osteogénica humana recombinante 1 em matriz de colageno
(2,5 pm/mg), matriz de colageno isolada ou pasta de hidroxido de calcio. Os
dentes foram removidos em bloco apds 5 semanas dos procedimentos. Os dentes
foram descalcificados, processados e analisados histologicamente. Nos dentes
tratados com a proteina osteogénica humana recombinante 1, quantidade
significativa de tecido duro (osteodentina e dentina tubular) levaram ao completo

recobrimento do tecido pulpar exposto. Apds aplicacdo da pasta de hidréxido de
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calcio, menor formagao de dentina foi observada. Nos dentes tratados somente
com matriz de esmalte, pontes de dentina nao foram observadas recobrindo o
tecido pulpar exposto. Os autores concluiram que a proteina osteogénica humana
recombinante 1 em uma matriz de colageno aparentemente é uma substancia bio-
ativa efetiva para o tratamento de tecido pulpar exposto.

PERILLO et al. (1998) compararam a hidroxiapatita e o hidréxido de calcio
como substancias para capeamento pulpar em pré-molares humanos submetidos a
pulpotomia. Os autores utilizaram 24 pré-molares higidos, distribuidos em 3 grupos
com 8 dentes cada. O periodo de estudo foi de 40 dias, apds os quais, os dentes
foram extraidos, fixados, radiografados e submetidos a avaliacdo histopatoldgica
das reagOes pulpares. O grupo I, onde foi utilizado o hidréxido de calcio associado
ao soro fisioldgico, apresentou radiografica e histologicamente, a formacao de uma
barreira mineralizada e tecido conjuntivo pulpar com caracteristicas de
normalidade, respectivamente. O grupo II e o grupo III, onde foi utilizada a
hidroxiapatita associada a soro fisioldgico e a hidroxiapatita + glicina,
respectivamente, apresentaram como caracteristica principal a difusdo do material
para o interior do tecido pulpar, sendo que no grupo III este fato foi mais intenso.
Os autores concluiram que dentre as substancias estudadas, o hidréxido de calcio
€ o material de eleicao para pulpotomia em dentes permanentes jovens. A

hidroxiapatita nao induziu a formacgao de tecido mineralizado na maioria dos casos.
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STOCKTON (1999) em uma revisao sobre pulpotomia, relatou que apesar
do progresso na area da biologia pulpar, a técnica e a filosofia do capeamento
pulpar direto permanecem controversas. Muito se sabe sobre os resultados e do
sucesso em longo prazo do tratamento endodbntico, mas pouco sobre a
pulpotomia. Pesquisas demonstram que polpas expostas podem ser reparadas e
formar a dentina terciaria; entretanto, a variabilidade do progndstico do
capeamento pulpar na polpa vital esta diretamente ligada ao processo restaurador
€ aos materiais utilizados para tal procedimento.

RANLY; GARCIA-GODQY (2000) avaliaram terapias atuais de capeamento
pulpar indireto, capeamento pulpar direto, pulpotomias e pulpectomias em dentes
permanentes jovens e evidenciaram que estes procedimentos estdo cada vez mais
freqlientes entre os clinicos, sendo o hidroxido de calcio e o formocresol os
materiais mais utilizados. Entretanto, esses procedimentos podem ser futuramente
substituidos por outros tratamentos quimicos (novos adesivos), eletrocauterizacao
(laser) e estimulacao de dentina reparadora por fatores de crescimento. Estas
terapias podem eventualmente transformar completamente esta filosofia de
tratamento.

MURRAY et al. (2002) avaliaram, apds a exposicao pulpar em dentes de
primatas, os eventos envolvidos na reparacao pulpar promovida pela produgao de
dentina reparadora por células semelhantes a odontoblastos (odontoblastos-/ike).

Realizou-se capeamento pulpar com hidréxido de calcio e adesivo dentinario
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associado a um primer e avaliacao em periodos de 3 a 60 dias. Concluiu-se que a
dentina reparadora formada esta diretamente relacionada ao nimero de células
semelhantes a odontoblastos formadas e ao tempo de estudo, e que o niumero de
células é muito menor do que os odontoblastos originais, o que explica a
dificuldade de reparo pulpar pds-exposicao.

NAKAMURA et al. (2002) avaliaram se a matriz derivada de esmalte induz a
formacao de dentina reparadora em dentes pulpotomizados de porcos miniatura.
Para o estudo, pulpotomia foi realizada em 36 incisivos mandibulares de 11 porcos
miniatura adultos. Apds o procedimento, o tecido pulpar exposto foi tratado com
matriz derivada de esmalte ou recoberto com hidréxido de calcio. Apds 3, 4 e 8
semanas, os dentes foram extraidos e avaliados histologicamente. Nos dentes
tratados com matriz derivada de esmalte, foi observada quantidade significativa de
dentina reparadora que recobria completamente todo o tecido pulpar exposto. A
quantidade total de dentina reparadora formada nos dentes tratados com matriz
derivada de esmalte foi significativamente maior que nos dentes tratados com
hidréxido de calcio. Os autores concluiram que a matriz derivada de esmalte é um
agente bioldgico que apresenta grande potencial na inducao da formacdo de
dentina reparadora em dentes pulpotomizados, sem afetar a fungao normal do
remanescente pulpar.

DOMINGUEZ et al. (2003) estudaram os aspectos morfolégicos da polpa,

apds capeamento pulpar com hidroxido de calcio, adesivo dentinario associado a
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primer-acido e agregado de tridxido mineral. Para o estudo, foram utilizados 15
cdes, onde seis animais foram sacrificados aos 50 dias e nove apds 150 dias do
procedimento. Amostras de 11 caes foram avaliadas por microscopia de luz e as
restantes foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura. Os autores
concluiram que, histologicamente o agregado de triéxido mineral foi um material
consideravelmente melhor que o hidréxido de cdlcio que o adesivo dentinario
associado a um primer-acido na manutencao da integridade pulpar.

CONRADO (2004a) verificou uma possivel remineralizacdo da dentina
cariada humana. Para o estudo, foram utilizados trinta e nove dentes permanentes
e deciduos recém-extraidos. Cada dente foi dividido em duas metades, onde uma
metade foi usada como controle e a outra como experimental. Nesta Ultima, uma
cavidade foi preparada e a camada remanescente de dentina desmineralizada foi
capeada com hidréxido de calcio quimicamente puro. As amostras experimentais
foram armazenadas em estufa a 37°C. Os periodos de observagao foram de 2, 4,
6, 8, 10 e 12 semanas. Todas as metades foram desgastadas até conseguir cortes
plano-paralelos com espessuras variando entre 75 e 117 pm. Microrradiografias
qualitativas evidenciaram um aumento na radiopacidade das amostras tratadas
com hidréxido de calcio. A microrradiografia quantitativa evidenciou um aumento
estatisticamente significante no conteldo mineral total nas amostras experimentais
comparadas com as controles. Os resultados indicaram uma remineralizagao /n

vitro da dentina cariada através do hidroxido de calcio.
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CONRADO (2004b), estudou /n vivo uma possivel remineralizacao da
dentina cariada humana. Oitenta e seis amostras de dentina cariada foram
estudadas, removidas de 36 dentes permanentes de 24 pacientes e divididas em
nao-tratadas (controles) e capeadas com hidréxido de calcio quimicamente puro
(experimentais). Os periodos de observacdao foram entre 10 e 120 dias. As
dentinas cariadas foram classificadas levando-se em conta a profundidade e grau
de amolecimento dentinario e avaliadas em relagdo ao peso, concentracao de
fosforo, microradiografias qualitativas e quantitativas e valores absolutos de
conteddo mineral total. As amostras experimentais foram examinadas ao
microscépio Optico e um aumento qualitativo em radiopacidade foi observado.
Quantitativamente, foi mostrado que, no caso das amostras analisadas para
concentracdo de fosforo, a média das diferencas em aumento de porcentagens
apdés tratamento foi de 9.56%, enquanto que para as amostras avaliadas
microradiograficamente o aumento do conteldo mineral total foi de 22.29%. Em
ambos 0s casos, as diferencas registradas foram estatisticamente significantes.

NAKAMURA et al. (2004) examinaram a expressao de proteinas relacionadas
a dentina durante a formacdo de dentina reparadora, apds pulpotomia realizada
em incisivos de porcos, utilizando matriz derivada de esmalte. As pulpotomias
foram realizadas em 72 incisivos inferiores de 24 porcos adultos. O tecido pulpar
exposto foi tratado com matriz derivada de esmalte ou pasta de hidréxido de calcio

(Dycal). Apos os periodos de estudo pré-definidos, que variaram e de 4 dias a 12
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semanas, os dentes foram extraidos e posteriormente avaliados
microscopicamente. As polpas foram avaliadas por imunoistoquimica utilizando
anticorpos contra proteinas relacionadas a dentina. Em todos os dentes tratados
com matriz derivada de esmalte, foi observada grande formacao de dentina
reparadora, significativamente maior que nos dentes tratados com pasta de
hidroxido de calcio (p < 0.005). Hidréxido de calcio também foi menos efetivo na
formacdo da ponte dentinaria que recobria o tecido pulpar exposto. O estudo
imunoistoquimico demonstrou que a matriz derivada do esmalte estava presente
no local onde foi aplicada em quantidades detectaveis apdés 4 semanas do
procedimento. Além disso, nas primeiras 2 semanas apds o procedimento, foi
detectada forte expressao de proteinas relacionadas a dentina no tecido pulpar
exposto. Os autores concluiram que a matriz derivada de esmalte induz um rapido
reparo pulpar em dentes pulpotomizados e sugerem que a presencga continuada de
macromoléculas de matriz derivada de esmalte no local de aplicacao pode
estimular o reparo e o crescimento da dentina, com resultado clinico favoravel.
CENGIZ et al. (2005) estudaram o potencial de um bifosfonato, o
alendronato de sddio, para estimular a formacao de tecido duro em molares
pulpotomizados de ratos. Hidroxido de calcio e formocresol, materiais comumente
utizados em pulpotomias, também foram utilizados para comparagdo. Para o
experimento, vinte e quatro ratos machos foram utilizados, divididos

aleatoriamente em 3 grupos de 8 animais cada. Cavidades classe I foram
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realizadas nos primeiros e segundos molares superiores e primeiros molares
inferiores, e a pulpotomia realizada com os medicamentos citados acima. Apds 7,
15, 30 e 60 dias, os animais foram sacrificados, os dentes removidos e os tecidos
pulpares avaliados por microscopia 6tica convencional. Em todos os periodos de
estudo, nos grupos tratados com hidroxido de calcio e alendronato de calcio, a
deposicao de tecido duro foi evidente ao longo da dentina radicular. Apds 30 e 60
dias, esses dois grupos nao mostraram diferencas significativas quanto a
intensidade da reacdo inflamatéria e a formacao de tecido duro. No grupo
formocresol, apds 30 dias foi observado um tecido pulpar desorganizado, sem a
formacdo de dentina; apds 60 dias, tecido duro irregular foi observado apenas na
porcao apical do tecido pulpar. Segundo os autores, o alendronato de calcio parece
ser capaz de manter a vitalidade pulpar, promovendo a formagao de um tecido
duro, semelhante ao que ocorreu no grupo tratado por hidréxido de calcio.

FARHAD; MOHAMMADI (2005) realizaram uma revisao da literatura com
relacdo ao uso do hidroxido de cdlcio na Odontologia, relatando que o material é
utilizado em multiplos procedimentos e que suas indicagdes tém aumentado muito,
e incluem capeamento pulpar direto e indireto, apicigénese, apicificacao,
tratamentos de reabsorcdes, perfuragdes radiculares iatrogénicas, reimplante
dental e curativo de demora entre sessoes.

HUTH et al. (2005) compararam a efetividade de Er:YAG laser, hidroxido de

calcio e sulfato férrico em pulpotomias com a efetividade do formocresol. Para o
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estudo, 200 molares deciduos em 107 criancas saudaveis foram incluidos no
estudo e aleatoriamente separados para a realizacdo de uma das técnicas
utilizadas no experimento. Apds 6, 12, 18 e 24 meses os dentes foram re-
avaliados. Apds 24 meses, as taxas de sucesso clinico foram de 96% para o
formocresol, 93% para Er:YAG laser, 87% para o hidroxido de calcio e 100% para
o sulfato férrico. Apenas o hidroxido de calcio apresentou um desempenho clinico
significativamente pior que o formocresol. Os autores sugeriram que o hidroxido
de calcio é menos apropriado para pulpotomias que o formocresol.

MARKOVIC et al. (2005) avaliaram o sucesso de uma técnica de pulpotomia
em 104 primeiros molares deciduos com indicagao para o procedimento, em 104
criancas, com formocresol (n=34), hidroxido de calcio (n=33) ou sulfato férrico
(n=37). Os dentes foram clinica e radiograficamente avaliados durante 18 meses.
A taxa de sucesso clinico aos 18 meses foi maior no grupo tratado com
formocresol (90,9%), seguido por aquele tratado com sulfato férrico (89,2%) e
hidréxido de calcio (82,3%). Entretanto, essas diferencas nao foram
estatisticamente significantes. Radiograficamente, foi observada a presenca de
uma ponte de dentina em 47% dos dentes tratados com hidroxido de calcio e em
40,5% daqueles tratados com sulfato férrico. O exame radiografico ndo revelou a
presenca de ponte dentinaria em nenhum dos dentes tratados com formocresol.

Assim, os autores concluiram que devido as taxas de sucesso clinico e radiografico
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observadas nas pulpotomias realizadas com sulfato férrico, este pode ser
recomendado como medicamento para uso em pulpotomias.

ALBUQUERQUE et al. (2006) investigaram os aspectos histoldgicos do tecido
pulpar de caes submetidos a pulpotomias e capeados com etil-cianoacrilato e
hidréxido de calcio. Trinta dentes foram divididos em 2 grupos iguais: grupo 1 —
etil-cianoacrilato e grupo 2 — hidroxido de calcio. Apos 30 dias os espécimes foram
submetidos a processamento histologico e posteriormente avaliados
microscopicamente, onde foi observada a presenca de uma barreira de tecido duro
em 83,3% dos dentes no grupo 1 e em 100% no grupo 2. Uma barreira continua
de tecido duro foi observada em 50% dos dentes do grupo 1 e 75% no grupo 2.
Entretanto, essas diferengas nao foram estatisticamente significantes. Necrose nao
foi observada em nenhum dos grupos estudados. Com esses resultados, os
autores concluiram que ambos os materiais sao capazes de induzir a formacao de
uma barreira de tecido duro.

BRISO et al. (2006) avaliaram a resposta do tecido pulpar de dentes de
caes submetidos a capeamento com hidréxido de calcio e agregado de trioxido
mineral. Para o estudo, trinta e sete dentes de dois cdes foram distribuidos em 2
grupos, de acordo com o material empregado no capeamento. Apds 60 dias, os
animais foram sacrificados e os espécimes foram processados para serem

analisados microscopicamente. Foi observado que o agregado de tridxido mineral
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apresentou maior taxa de sucesso, apresentando menor ocorréncia de infeccao e
necrose pulpar, quando comparado ao hidréxido de calcio.

GRAHAM et al. (2006) relataram que o hidréxido de célcio tem sido muito
utilizado, para induzir a regeneracao dentinaria pela formacdo de pontes nos sitios
com polpa exposta, apds injurias no tecido dental. Entretanto os processos
bioldgicos envolvidos nestes eventos ainda ndo estdo claros. Desta forma os
autores sugerem a hipotese de que os fatores de crescimento e outras moléculas
bio-ativas seqliestradas na matriz dentinaria podem ter sido liberadas pela acdao do
hidréxido de cdlcio e que sinais de expressdao génica dessas moléculas sdo
observados nas células pulpares durante a regeneracao.

NAKAMURA et al. (2006) investigaram se a aplicagao local de uma fusao
recombinante de ameloblastina poderia influenciar a formagao de dentina
reparadora em dentes pulpotomizados. Nesse estudo, pulpotomias foram
realizadas em 28 incisivos centrais inferiores, em 17 porcos miniatura adultos.
Seguindo o procedimento cirdrgico, o tecido pulpar exposto foi recoberto com
ameloblastina recombinante ou hidréxido de calcio. Apds 2, 4 e 8 semanas, 0s
dentes foram extraidos e examinados por histomorfometria e imunoistoquimica
utilizando anticorpos contra ameloblastina suina, colageno tipo I e sialoproteina
dentindria. Em dentes tratados com ameloblastina recombinante, uma quantidade
substancial de dentina reparadora foi observada no local de aplicagao, recobrindo

completamente o tecido pulpar que foi exposto durante o procedimento. Formacao
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de dentina também foi observada nos dentes tratados com hidréxido de calcio.
Entretanto, a quantidade de dentina reparadora nesse grupo foi significativamente
menor que aquele tratado com ameloblastina. Imunoistoquimicamente, os achados
confirmaram que o tecido duro formado era similar a dentina. Os resultados
sugerem potencial para a ameloblastina recombinante como um agente
biologicamente ativo no reparo do tecido pulpar e na formagao de dentina
reparadora apos pulpotomia.

OLSSON et al. (2006) realizaram uma revisao nas principais bases de dados
da literatura especializada na area da salde, PubMed e CENTRAL, utilizando
termos indexados especificos com o intuito de avaliar a evidéncia de formagao de
uma barreira de tecido duro apds capeamento pulpar em humanos. Eles avaliaram
o nivel de evidéncia de cada artigo publicado como alto, moderado ou baixo. O
processo de investigacdo inicial resultou num total de 171 artigos. Apds lerem os
resumos e realizar uma pesquisa manual dos artigos citados nas listas de
referéncias desses 171 artigos, 107 estudos foram selecionados, sendo estes
completamente lidos e interpretados. Apds a interpretacdo desses artigos, apenas
21 estudos foram incluidos na revisdo sistematica e dados os niveis de evidéncia.
Nenhum estudo apresentava um alto nivel de evidéncia, um estudo tinha
moderado e 20 estudos apresentavam baixo nivel de evidéncia. Como havia
heterogeneidade entre os trabalhos, meta-analise nao foi realizada. A maioria dos

estudos sobre capeamento pulpar utilizando o hidréxido de calcio ou materiais a
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base de hidréxido de calcio relatava a formagao de uma barreira de tecido duro.
Estudos sobre outros materiais capeadores apresentavam resultados inferiores.
Assim, os autores concluiram que o insuficiente grau de evidéncia ndo
necessariamente implica que nao ha efeitos do capeamento pulpar ou que ele nao
deveria ser utilizado, mas que sejam realizados estudos com alta qualidade.

TUNC et al. (2006) avaliaram os efeitos do hipoclorito de sddio a 3%
utilizado como um agente hemostatico sobre o resultado de pulpotomias realizadas
com hidroxido de calcio em dentes deciduos. Um total de 18 molares deciduos com
caries avancadas e apresentando reabsorcao de metade das suas raizes foram
aleatoriamente distribuidos em dois grupos de estudo. Pulpotomias convencionais
com hidréxido de calcio foram realizadas nos dentes dos dois grupos. Entretanto,
nos dentes dos grupos de estudo, um algodao embebido em hipoclorito de sodio a
3% foi aplicado como hemostatico por 30 segundos antes da pulpotomia. Apos as
exodontias, os dentes foram histologicamente avaliados e os resultados
comparados. Foi observado que no grupo tratado com hipoclorito de sédio a 3%,
apenas um espécime apresentou necrose parcial do tecido pulpar. No outro grupo,
nao foi notada necrose em nenhum dos dentes avaliados. Conclui-se que o uso de
hipoclorito de sédio a 3% como hemostatico ndo interfere nos resultados obtidos
em pulpotomias realizadas com hidréxido de calcio.

AEINEHCHI et al. (2007) compararam os resultados da aplicagao de

formocreol ou MTA durante pulpotomia em molares deciduos. Cento e vinte e seis
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criancas com idade entre 5 e 9 anos, que apresentavam dentes deciduos cariados
e necessitavam de pulpotomia, foram selecionados para o estudo. Os dentes foram
avaliados e comparados clinica e radiograficamente apds 3 e 6 meses. Nos dois
grupos, nao foi observado insucesso clinico apds os periodos avaliados. Apds 3
meses, ndo havia diferencas significativas nos achados radiograficos dos dentes e
tecidos vizinhos. Entretanto, apds 6 meses de seguimento, havia significativamente
mais casos com reabsorcao radicular no grupo tratado com formocresol (p =
0,036); nenhum caso de reabsorcao radicular foi observado entre aqueles tratados
com MTA. Em quatro casos tratados com formocresol, os tecidos circundantes
apresentavam sinais radiograficos de doenga pds-tratamento; nenhuma alteracao
foi vista nos casos tratados com MTA. Conclui-se que apds 6 meses, pulpotomia
com MTA estava associada com menos casos de reabsorcao radicular e doenca
pos-tratamento. MTA parece ser uma alternativa vidvel para pulpotomia em

molares deciduos.

2. Propolis

Historicamente, o primeiro trabalho sobre a propolis foi publicado ha cerca
de 90 anos por HELFENBERG; CHEM, em 1908, porém este composto ja vinha
sendo utilizado como medicamento em diversas areas, desde a época de

Hipdcrates, que o adotaram como cicatrizante interno e externo.
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KHAYYAL et al. (1993) avaliaram o efeito de extrato aquoso de prépolis a
13%, em dose de 1,5% e 10 m/kg (via oral), sobre o edema induzido por
carragenina e sobre artrite induzida em ratos. Em ambos os modelos, o extrato
mostrou um potente efeito antiinflamatoério dose dependente, comparado aquele
apresentado pelo diclofenaco, droga utilizada como referéncia padrao.

BRETZ et al. (1998) estudaram a atividade antimicrobiana e o potencial de
cicatrizacao da propolis e do hidroxido de calcio Ca(OH), apds a exposicao pulpar
direta provocada em dentes de 25 ratos machos adultos. Apds o experimento, ndo
foram encontradas diferencgas significantes na cicatrizagao da polpa dental entre os
dois grupos estudados, com ambas as substancias promovendo uma reorganizagao
normal da polpa, sendo igualmente eficazes em manter uma reacao inflamatodria
de baixa intensidade, além de ter estimulado a formagdo de dentina reparadora.

BRETZ et al. (1999) investigaram as propriedades da prépolis em
exposicoes pulpares em dentes de ratos, comparando com hidréxido de calcio. Os
autores verificaram que apds 7 dias de capeamento pulpar com ambos o0s
materiais, a propolis demonstrou melhor resposta quanto a reorganizacao e
vascularizacao normal da polpa. Entretanto, em relacdao a deposicao de dentina
reparadora, o hidréxido de calcio foi mais eficiente. Apds 14 dias, o hidroxido de
calcio apresentou-se discretamente superior a propolis em manter uma baixa

resposta inflamatdria e estabilizar a infeccao bacteriana. Porém, as polpas
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dentarias capeadas com prdpolis mostraram maior formacao de pontes de dentina
e reorganizacao do tecido pulpar.

MANARA et al. (1999) revisaram a literatura a respeito do uso da prépolis
na Odontologia. Apds os dados coletados concluiram que a prdpolis tem atividades
antibacteriana, antiviral, anestésica, antiinflamatdria, sendo essas propriedades
Uteis na Odontologia. Além disso, existe a necessidade de se realizar mais
investigagbes quanto a sua composicdo quimica, sua atividade terapéutica e a
inter-relagdo composigao quimica-atividade terapéutica.

KOO et al. (2000) avaliaram o efeito de uma nova variedade de propolis da
Bahia no crescimento de Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e
Streptococcus cricetus comparados a prépolis de Minas Gerais e Rio Grande do Sul.
Concluiram que a nova variedade foi excepcionalmente efetiva quando comparada
aos demais e os efeitos bioldgicos da propolis ndao sao dependentes somente dos
flavondides e derivados de acido cinami.

MARCUCCI et al. (2001) isolaram quatro componentes da propolis brasileira,
e identificaram-nos como: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, benzopirane 2,2-
dimetil-6-carboxietileno-2H-1-, acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico e benzopiran
2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-1. Todos o0s compostos foram testados
microbiologicamente contra 7rypanosoma cruzi, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa, Staphilococcus aureus e Streptococcus faecalis. Todos 0s compostos
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foram eficientes contra o Trypanosoma cruzi porém o acido 3-prenil-4-
hidroxicinamico nao foi eficiente contra as bactérias testadas.

SANTOS-PEREIRA et al. (2002) realizaram um levantamento bibliografico
sobre o uso da propolis nos ultimos 100 anos e fizeram perspectivas futuras sobre
a utilizacdo desta nas diversas areas da saude pelos paises desenvolvidos, devido
as suas propriedades quimicas e farmacoldgicas que tém sido relatadas ha séculos.
Neste estudo, eles demonstram também a importancia das propriedades
antibacterianas e atividades citotdxicas da prépolis como um novo conceito
interdisciplinar nas areas de pesquisa.

DUARTE et al. (2003) verificaram o efeito do extrato etandlico cru de um
propolis livre de flavondides classificado quimicamente como tipo 6, sobre a
atividade de glucosiltransferases (GTF) purificadas e sobre o crescimento e
aderéncia de Streptococcus mutans. Testes de susceptibilidade ao extrato foram
analisados, usando o método de difusao do agar e por determinacao da
concentracdo inibitdria minima e concentracdo bactericida minima. O efeito da
aderéncia bacteriana sobre uma placa de vidro também foi avaliado. A atividade de
GTF em solucao foi efetivamente inibida pelo extracto etandlico de propolis tipo 6,
apresentando também significante atividade antibacteriana. Os dados mostraram
que a propolis tipo 6 reduziu de forma significativa a atividade de GTF e inibiu o

crescimento e a aderéncia de S. mutans.
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MIORIN et al. (2003) avaliaram a atividade antibacteriana da prépolis e do
mel produzido pela Apis mellifera e Tetragonisca angustula sobre Staphylococcus
aureus. O mel e a propolis foram analisados por cromatografia liquida,
demonstrando serem distintos, devido a localizacdao geografica e espécies de
abelhas distintas envolvidas na producao das amostras de mel e prépolis avaliadas.
As amostras de propolis apresentaram maior atividade antimicrobiana que o mel.

AL-SHAHER et al. (2004) compararam os efeitos citotdxicos da propolis em
diferentes concentragdes e hidroxido de calcio sobre fibroblastos de polpa dental e
ligamento periodontal, verificando o possivel uso da propolis como alternativa na
medicacao intra-canal. Os fibroblastos pulpares e aqueles oriundos do ligamento
periodontal foram obtidos de terceiros molares humanos erupcionados e extraidos
de individuos saudaveis, estabelecendo culturas de células. Os dados evidenciaram
que o tratamento dos fibroblastos do ligamento periodontal com 1, 2 ou 4 mg/ml
de propolis resultou em 75% de viabilidade celular apds 20 horas. O tratamento
dos fibroblastos pulpares com 1 mg/ml de prdpolis nao foi citotdxico. Entretanto, o
tratamento desses mesmos fibroblastos pulpares com 2 ou 4 mg/ml de prépolis
causou 50% de viabilidade celular. Por outro lado, o hidroxido de calcio foi
aproximadamente 10 vezes mais citotoxico quando comparado a prépolis. Assim,
os autores concluiram que a prépolis pode ser uma alternativa viavel como

medicacao intra-canal, visto que apresenta uma menor citotoxicidade.
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OLIVEIRA (2004) pesquisou o potencial de irritabilidade de pastas de
hidréxido de calcio, prdpolis e associacao hidroxido de calcio/propolis no tecido
subcutaneo de ratos, nos periodos de 7, 21 e 42 dias. As pastas foram
acondicionadas em tubulos de dentina e implantadas no tecido subcutaneo de
ratos. O autor avaliou a intensidade do infiltrado inflamatério mononuclear
(cronico) e polimorfonuclear (agudo), celularidade (fibroblastos), vascularizacao e
atividade macrofagica (fagocitos mononucleares e células gigantes inflamatdrias).
Apos anadlise quali-quantitativa, o autor concluiu que as pastas medicamentosas
avaliadas apresentaram-se como irritantes ao tecido conjuntivo do rato.
Entretanto, considerando-se o somatdrio de eventos histopatoldgicos, mediante
analise comparativa tanto qualitativa como quantitativa, a pasta com a associacao
das pastas de hidroxido de calcio/propolis foi a menos irritante ao tecido
conjuntivo do subcutaneo de ratos.

SILVA et al. (2004) avaliaram o potencial irritativo da prépolis Casearia
sylvestris, Otosporin e soro fisioldgico (controle). Para este estudo, foram utilizados
28 ratos machos da linhagem Wistar. Os animais foram anestesiados e
posteriormente receberam uma injecao do corante azul de Evans (2%) por via
intravenosa na veia caudal. Em quatro regides do dorso tricotomizado de cada
animal, foram injetados 0,1 ml de cada substancia estudada. Os animais foram
sacrificados meia hora, uma, trés e seis horas apos a injecdo das substancias, e

cada pedaco de pele contendo a lesao foi colocado em frascos contendo
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formamida, que foram incubados a 45 graus Celsius por 72 horas. Apds esse
periodo, as amostras foram analisadas por meio de um espectrofotdbmetro. No
periodo de 3 horas foram observados os maiores valores de corante extraido, ou
seja, determinando o pico da reagao inflamatéria gerada. A propolis foi a
substancia que apresentou o menor potencial irritativo.

BANKOVA (2005) discutiu a variabilidade quimica da propolis, a dificuldade
de padronizagdo e relata que sua atividade antimicrobiana € conferida pela
presenca de flavondides, acidos aromaticos e ésteres; a acdao antimicrobiana de
amplo espectro decorre da presenca dos acidos ferulico e cafeico; a atividade
antiviral e acdao anti-ulcerativa (que auxilia no processo de cicatrizacdo) esta em
funcdo de flavondides e acidos aromaticos. Porém, demonstram que ainda ha
muito a ser pesquisado e trabalhado para a estandardizacao de todos os tipos de

propolis.

FERNANDES JUNIOR et al. (2005) estudaram a acao sinérgica /in vitro entre
o extrato etandlico de propolis e drogas antimicrobianas contra Staphylococcus
aureus. Placas de petri com concentragdes sub-inibitdrias de extrato etandlico de
prépolis foram incubadas com 13 drogas usando os métodos de Kirby e Bauer.
Sinergismo anti-S. aureus foi observado entre extrato etandlico de propolis e cinco
drogas antimicrobianas testadas — cloranfenicol, gentamicina, netilmicina,

tetraciclina e vancomicina. Os resultados demonstraram que ha sinergismo entre
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extrato etandlico de propolis e algumas drogas antimicrobianas, especialmente

aquelas que interferem diretamente na sintese de proteinas bacterianas.

SABIR et al. (2005) avaliaram a resposta da polpa dental de ratos
submetidas a capeamento pulpar direto com prépolis. Os autores utilizaram
materiais flavondides e nao-flanondides purificados de um extrato alcodlico da
propolis do sul de Sulawesi, na Indonésia. Uma cavidade classe I foi realizada
sobre a superficie oclusal do primeiro molar superior direito de ratos Sprague
Dawley. As polpas dentarias foram expostas e capeadas com cimento a base de
oxido de zinco e eugenol (grupo I — controle) ou com prépolis flavonodides (grupo
IT) e propolis ndo-flavonoides (grupo III). Os animais foram sacrificados apds 1, 2
ou 4 semanas e as amostras foram obtidas, processadas e microscopicamente
avaliadas. Os resultados mostraram que ocorreu inflamagao pulpar leve no grupo
I; entretanto os niveis da reacao inflamatdéria aumentaram apds 2 e 4 semanas,
sem formacdo de ponte de dentina apds 4 semanas. No grupo II, reacao
inflamatdria ndo era evidente apds 1 semana, porém reacao inflamatoria leve e
moderada eram observadas apds 2 e 4 semanas, respectivamente. Ponte de
dentina parcial era notada apds 4 semanas nas polpas tratadas com prdpolis
flavonodides (grupo II). No grupo tratado com prdpolis nao-flavondides (grupo III),
observou-se uma reacao inflamatéria apds 1 semana e inflamacao moderada apds
2 e 4 semanas. Necrose pulpar nao foi observada em nenhum dos grupos

estudados. Os autores sugeriram que o capeamento pulpar direto com propolis



Revista de Literatura 31

flavondides em ratos pode atrasar a inflamagdo pulpar e estimular a dentina

reparadora.

SALATINO et al. (2005) discutiram a variagdo quimica e a origem da
propolis brasileira. Eles observaram que ha grande variagdo na composicao
quimica da propolis brasileira de acordo com a regidao onde ela é produzida, sendo
denominada de prépolis verde aquela produzida na regido sudeste do pais. Esta
propolis verde apresenta consisténcia dura e friavel, de onde é facilmente obtido
um po. Devido a grande variabilidade quimica, ndo é possivel determinar um tipo
caracteristico de propolis brasileira, visto que, como mencionado acima, ha

diferentes tipos dessa substancia de acordo com a regido onde ela é produzida.

SILICI et al. (2005) avaliaram a atividade anti-fungica da prépolis coletada
de diferentes regides e espécies de abelhas, sobre infeccbes isoladas de pacientes
com micoses superficiais. Os valores de concentragdo inibitdria minima obtidos
usando os métodos de diluicdo em agar foram comparados aos didametros de
zonas de inibicdo de crescimento, usando o método de difusdo em disco. Os
resultados mostraram que Candida albicans, C. glabrata, Trichosporon spp. e
Rhodotorula sp. foram susceptiveis a baixas concentracdes de propolis, onde a
ultima mostrou a maior susceptibilidade. Em relacdo a outras amostras de propolis
testadas, a amostra de prépolis coletada por Apis mellifera caucasica apresentou a

maior atividade anti-fingica contra todas as micoses superficiais. Entretanto, as
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amostras de propolis coletadas por A. m. carnica e A. m. anatolica foram as menos

ativas.

BRAILO et al. (2006) relataram um caso de hipersensibilidade de contato
tardia a propolis na mucosa bucal. A paciente era do género feminino e
apresentava lesdes erosivo-ulceradas irregulares, recobertas parcialmente por uma
membrana fibrino-purulenta, que envolviam as mucosas de retrocomissura, labios
superior e inferior e gengiva na regiao dos incisivos centrais inferiores. Ela relatou
que se automedicou com uma solucdo topica de prdpolis para tratamento de
Ulceras aftosas recorrentes. Apos 10 dias da aplicacdo da solugao de prépolis, as
lesbes bucais desenvolveram. Testes alérgicos a propolis foram realizados e
confirmaram a alergia da paciente a esta substancia. Com este caso, os autores
mostraram que varias medicacdes de origem natural, como a propolis, embora
tenham sido utilizadas por varias décadas por serem Uteis em diversas situacoes,
em alguns individuos podem causar efeitos colaterais devido ao seu potencial
antigénico.

ONCAG et al. (2006) avaliaram a eficacia da propolis como medicagao intra-
canal contra Enterococcus faecalis. Para o estudo, os autores utilizaram dentes
uni-radiculares permanentes humanos recentemente extraidos. Apds a preparacao
e esterilizagdo dos canais radiculares, estes foram contaminados com Enterococcus
faecalis e incubados em estufa a 37 graus Celsius. Para determinar o crescimento

bacteriano sobre agar sangue, amostras microbioldgicas foram realizadas com
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pontas de papel estéreis para avaliar os resultados em 48 horas e 10 dias. Todos
os dados foram analisados estatisticamente com Test t, Mann Witney, Kruskal
Wallis e ANOVA. Este revelou que propolis apresentou boa atividade anti-
bacteriana /n vitro contra Enterococcus faecalis em canais radiculares, sugerindo
que propolis poderia ser utilizada como uma alternativa para a medicagao intra-
canal.

OZKUL et al. (2006) investigaram o potencial genotdxico /n vitro de prépolis
em linfocitos humanos. Amostras de sangue periférico foram obtidas de 10
individuos saudaveis (5 homens e 5 mulheres), ndo-fumantes e nado-alcodlatras. O
material foi incubado e exposto a concentragdes crescentes de propolis (5, 25, 50
e 250 mg/ml). As taxas de troca de cromatides-irmas se mostraram aumentadas
nas células expostas a altas concentracdes de propolis, com diferengas
estatisticamente significantes entre essas células e o grupo controle (p < 0,05). As
taxas aumentadas de troca de cromatides-irmas mostraram que a propolis poderia
causar efeitos genotoxicos em altas concentragdes.

TAN-NO et al. (2006) verificaram os efeitos antiinflamatdrios de prépolis,
comparando-o com os efeitos do diclofenaco e L-NAME, um inibidor da enzima
oxido nitrico sintase. O método utilizado foi o do edema da pata de ratos induzido
por carragenina. Quando administrados 10 minutos antes da injecao de
carragenina, propolis (1:1000, 1:100), diclofenaco (50 mg/Kg) e L-NAME

(100mg/Kg) mostraram um efeito antiinflamatorio significativo. Os efeitos anti-
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inflamatdrios de prépolis e L-NAME foram significativamente inibidos por L-
arginina, um precursor de oxido nitrico, mas ndo por D-arginina. Por outro lado, o
efeito antiinflamatorio causado pelo diclofenaco nao foi inibido nem por D-arginina,
nem por L-arginina. Desta forma, estes resultados revelaram que o efeito
antiinflamatorio de prépolis sobre 0 edema da pata de ratos age via inibigdo da
producdo de O&xido nitrico, similar a via de L-NAME, mas diferente daquela

apresentada pelo diclofenaco.

MACHADO et al. (2007) avaliaram a acao de amostras de extratos
etandlicos de propolis coletadas no Brasil e na Bulgaria contra quatro espécies de
Leishmania — Leishmania amazonensis, L. braziliensis, L. chagasi, do Novo Mundo
e L. Major do Velho Mundo - associadas a diferentes formas clinicas de
leishmaniose. A composicao dos extratos foi previamente caracterizada por
cromatografia de gas de alta resolucdo a alta temperatura associada a
espectrometria de massa. Considerando as diferengas quimicas entre os extratos e
o comportamento dos parasitas, foram observadas diferencas significativas na
atividade leishmanicida de acordo com a concentragao dos extratos, que variaram
de 2,8 a 229,3 pg/ml. Uma analise geral mostrou que para todas as espécies
avaliadas, extratos bulgaros foram mais ativos que o extrato etandlico brasileiro.

NAITO et al. (in press) avaliaram o efeito antiinflamatério de um creme
contendo extrato da prépolis (variando de 3% a 7%) em edema induzido por

carragenina em patas de ratos. O tratamento com o creme inibiu o edema
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moderadamente, sendo a inibicao significativa nas concentracoes de 5% e 7%.
Adicionalmente, os efeitos do creme sobre a quimiotaxia de neutroéfilos humanos
foram investigados usando o método de placa de agarose. A migracao de
neutrofilos através do soro tratado com zimosan foi inibida na presenca do creme
da prépolis a 5%. Estes resultados demonstraram que aplicagao tdpica do extrato
da propolis é eficiente na inibicdo do edema induzido por carragenina em patas de
ratos. O efeito inibitdério do extrato da prdpolis na quimiotaxia de neutrdfilos
também pode contribuir para o efeito antiinflamatorio.

SAMET et al. (in press) avaliaram o potencial da prépolis em reduzir os
episodios de estomatite aftosa recorrente. Foi realizado um estudo randomizado,
duplo-cego, placebo-controle, onde foram administrados diariamente 500 mg de
propolis via oral (grupo experimental) ou uma capsula placebo via oral (grupo
controle). Os pacientes relataram varios episddios de Ulceras aftosas recorrentes,
sendo contatados a cada 2 semanas para relatar as recorréncias. Os dados foram
analisados para determinar se os pacientes apresentavam diminuicao de 50% na
freqliéncia das recorréncias. Os dados indicaram reducdo estatisticamente
significante das recorréncias no grupo prépolis (p = 0.04). Pacientes do grupo
prépolis também relatavam melhora significativa e sua qualidade de vida (p =
0.03). Os autores concluiram que propolis mostrou ser efetiva na diminuicao do

numero de recorréncias € na melhora da qualidade de vida de pacientes que
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sofrem de Ulceras aftosas recorrentes. Assim, propolis deveria ser mais bem

avaliada em estudos futuros, utilizando amostra com maior nimero de pacientes.



Proposicao
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O objetivo deste estudo foi avaliar a evolucao reacional do tecido pulpar, em
dentes submetidos a pulpotomia com pastas medicamentosas a base de hidroxido
de cdlcio, de extrato padronizado de prépolis a 80% e da associacdo delas na
proporcao de (1:1), por meio de analise histoldgica do tipo e intensidade da reagao
inflamatdria, vascularizagdo, presenca de macréfagos e células gigantes
multinucleadas, presenca de necrose, formacgao de barreira de tecido mineralizado
e calcificagao distrofica, utilizando suinos como modelo experimental.

O Extrato padronizado de prépolis — EPP — AF utilizado encontra-se em
processo de patente, no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), sob o

numero PI 0405483.
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O projeto de pesquisa do presente estudo foi submetido a avaliacao do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Ribeirdo Preto, que o aprovou

sem restricdes (Anexo).

Selecao dos animais

Nove suinos (Duroc, Large White, Landrace) machos, com peso entre 75 e
100 Kg e idade média de 140 dias foram selecionados, considerando-se que, aos
trés meses de vida os animais ja apresentam todos os dentes incisivos inferiores
deciduos irrompidos (SISSON ; GROSSMAN, 1986). Estes animais eram
provenientes do Setor de Suinocultura do Departamento de Zootecnia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria de Jaboticabal — Universidade
Estadual Paulista (UNESP) e ali mantidos nas instalacdes do Laboratdrio de
Sanidade Suina do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, individualizados
pelo Sistema de Marcagao Australiano, que permite identificar o animal por meio
de um numero. Os suinos foram acompanhados e constantemente avaliados por
médicos veterinarios e técnicos da instituicdo durante todo o periodo do
experimento e tratados com ragao balanceada e agua ad /ibitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais

com trés animais cada, de acordo com os periodos de estudo de 7, 21 e 42 dias.
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Pastas medicamentosas utilizadas

Para o preparo das pastas medicamentosas, foram utilizados os seguintes
materiais: hidroxido de célcio p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha), extrato natural
padronizado de prépolis em pé a 80% (Apis Flora — Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brasil) e Polietilenoglicol 400 (Merck, Darmstadt, Alemanha), com as seguintes
composicoes:

Pasta A — a base de hidroxido de calcio:

Hidroxido de calcio 30g

Polietilenoglicol 400 1,75 ml

Pasta B — a base de propolis:

Extrato padronizado de propolis 80% 1,5¢g

Polietilenoglicol 400 1,75 ml

Pasta C — Associacao da pasta a base de hidréxido de calcio (Pasta A) e
pasta a base de prépolis (Pasta B) (1:1):

Pasta A + Pasta B 1:1

Polietilenoglicol 400 1,75 ml

As pastas A e B foram aviadas por Apis Flora — Ribeirao Preto, Sao Paulo,
Brasil, enquanto a pasta C foi obtida pela associacao pastas A e B, estas em iguais

volumes obtidos por meio de uma colher dosadora, dispensadas em uma placa de
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vidro e manipuladas com o auxilio de espatula metalica 24 F (Golgran, Sao Paulo,
SP, Brasil) estéril (Figura 1).

O Extrato padronizado de propolis — EPP — AF é uma férmula desenvolvida
que contempla quantidades definidas de prdpolis de varias regides do Brasil com
principios ativos ou marcadores como a Artepelin-c, Bacharina, Acido p-cumarico e
Drupanin, sendo essas substancias avaliadas e monitoradas quali-
quantitativamente, mantendo a estabilidade quimica e permitindo a obtencdo de
sua reprodutibilidade lote a lote. Esse produto encontra-se em processo de
patente, no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), sob o nimero PI

0405483.

Figura 1. Pastas utilizadas. A) A base de hidréxido de célcio; B) A base de
extrato padronizado de prépolis 80%); C) Pastas de hidréxido de calcio e
extrato padronizado de prdpolis 80%; D) Obtencdo da pasta de hidréxido
de calcio associada ao extrato padronizado de prdpolis a 80% na proporcao
volumétrica de (3,0g9/1,59).
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Procedimentos operatdrios

Os animais selecionados foram anestesiados por médicos veterinarios do
Laboratério da Area de Anestesiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista (UNESP), de acordo com protocolo
utilizado na instituicdo: medicacdo pré-anestésica intramuscular de Azaperona 7,8
ml (Suicalm, Merian, Campinas, SP, Brasil), e, apés 30 minutos, administrou-se
associacao de Midazolam 4,7 ml (Dormonid, Roche, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
intramuscular e 7,5 ml de Cloridrato de Cetamina (Cetamin, Produtos Veterinarios
J.A., Patrocinio Paulista, SP, Brasil), sendo 2,0 ml via endovenosa e 5,5 ml
intramuscular. O efeito anestésico permaneceu por 45 minutos, tempo suficiente
para a realizacao do procedimento proposto.

Em cada animal, quatro incisivos inferiores deciduos foram submetidos ao
procedimento de pulpotomia, sendo que cada grupo de dentes recebeu uma das
pastas testadas. Desta forma, o incisivo lateral esquerdo correspondeu ao controle
e nao recebeu nenhuma pasta; o incisivo central esquerdo recebeu a pasta a base
de extrato padronizado de prépolis verde 80% (Pasta B), o incisivo central direito a
associagao dos dois medicamentos (Pasta C) e o incisivo lateral direito a a base de
hidroxido de calcio (Pasta A).

Para tanto, foi realizado isolamento absoluto do campo operatdrio com
dique de borracha (Damtex, DFL, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) adaptado ao arco de

Ostby (Jon, Sao Paulo, SP, Brasil) e grampo n° 212 (SSWHITE, Rio de Janeiro, RJ,



Material e Métodos 44

Brasil) e assepsia com digluconato de clorexidina a 2% (FMG, Joinville, SC, Brasil)
(Figura 2). A cirurgia de acesso a camara pulpar foi realizada na face vestibular
dos dentes com brocas PM n° 2 (JET Carbide Burns, Ontario, Canada) acionadas
por motor elétrico de baixa rotagdo (ROTEX™ 780, Dentamerica, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) e irrigacdo constante com soro fisioldgico (Laboratério JP Industria
Farmacéutica, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) (Figura 2), tomando-se o cuidado de
remover todo o teto da camara pulpar.

A polpa coronaria foi cuidadosamente removida com curetas numero 2 (HU-
FRIEDY, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 2), a camara pulpar foi irrigada
abundantemente com soro fisioldgico e leve pressao com penso de algodao estéril
sobre o tecido pulpar remanescente foi realizada para a hemostasia (Figura 2).

As pastas medicamentosas foram levadas a camara pulpar com auxilio de
aplicador de hidroxido de calcio (Golgran, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 2) e apds a
remocao dos excessos, a cavidade foi retaurada com cimento ionémero de vidro
modificado por resina (Vitremer, 3M, EUA) (Figura 2). No incisivo lateral inferior
esquerdo, utilizado como controle, foi colocado apenas um penso de algodao sobre
o tecido pulpar exposto e a cavidade restaurada como foi descrito acima. Ao
término do efeito anestésico, o animal submetido ao procedimento teve

comportamento semelhante aqueles que nao receberam anestesia geral.
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Figura 2. Seqliéncia operatdria. A) Isolamento do campo operatério e assepsia. B) Cirurgia de
acesso a camara pulpar e irrigagdo com soro fisioldgico. C) Remocdo da polpa coronaria. D) Camara
pulpar apds remocdo da polpa coronaria e hemostasia. E) Aplicacdo da pasta medicamentosa. F)
Restauragdo da cavidade com cimento iondmero de vidro modificado por resina Vitremer.
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Analise anatomo-histopatoldgica

Decorridos os periodos de estudo, 7, 21 e 42 dias, os animais foram
sacrificados por insensibilizacdo elétrica, a qual consiste na passagem pelo cérebro
(Talamo e Cortex) de uma corrente elétrica alternada de baixa voltagem, que ao
atravessar os principais centros sensoriais do cérebro, determina a falta de
coordenacao das células nervosas cerebrais produzindo inconsciéncia temporaria,
onde neste momento se realiza o abate do animal. Desta feita, os dentes foram
removidos em Unico bloco juntamente com o processo alveolar. Os blocos, apds
dissecacao, foram fixados em formol tamponado a 10% (Merck, Darmstadt,
Alemanha) durante 72 horas, mantidos em frascos unitarios opacos, ao abrigo da

luz e devidamente identificados (Figura 3).

Figura 3. Mandibula dissecada. A) Vista oclusal. B) Vista vestibular da
regido anterior onde os dentes incisivos inferiores foram removidos em
bloco. C) Vista lateral.
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Depois da fixacao, os blocos foram descalcificados com solugdao aquosa de
acido tricloroacético a 10% (Merck, Darmstadt, Alemanha), por 21 dias. Apos a
descalcificagao, os dentes foram individualizados e seccionados longitudinalmente,
permitindo que a cavidade formada pela pulpotomia e todo o tecido pulpar
pudessem ser avaliados corretamente. Os dentes, acondicionados em cassetes
histoldgicos unitarios, foram lavados em agua corrente por 12 horas para remover
0 excesso de acido, e submetidos ao processamento histoldgico convencional
utilizando um histotécnico automatizado (Leica — TP 1010, Alemanha) e
posteriormente embebidos em parafina, obtendo blocos histoldgicos. Cortes
histoldgicos seriados de 6 pm de espessura foram obtidos dos blocos de parafina e
corados com hematoxilina-eosina. A avaliagdo anatomo-histopatoldgica foi
realizada no Servigo de Patologia da Universidade de Ribeirao Preto.

Macroscopicamente, todos os dentes pulpotomizados apresentaram as
restauragdes bem posicionadas e integras, sem a presenca de fratura ou exposi¢ao
do tecido pulpar ao meio bucal (Figura 4). Apds a seccao dos dentes, além das
restauragOes integras, foi possivel observar as pastas testadas posicionadas dentro
da cavidade, sobre o tecido pulpar exposto durante o procedimento de pulpotomia

(Figura 5).
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Figura 4. Vista vestibular dos dentes incisivos inferiores deciduos com as
restauracoes integras e posicionadas.

Figura 5. Dente seccionado, mostrando a pasta em posicao sobre o tecido pulpar
exposto.
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A analise das amostras foi realizada em microcépio Optico (Eclipse E 600-
Nikon, Japao), com base nas respostas teciduais as pastas testadas, comparando-
as entre si e ao controle.

Por meio de andlise histopatoldgica descritiva, diferentes eventos
microscdpicos foram avaliados, tais como:

1. Tipo do infiltrado inflamatdrio (células polimorfonucleares e/ou

células mononucleares).

2. Intensidade da reacao inflamatoria.

3. Vascularizacao, por meio da presenca e quantidade de vasos
sanguineos.

4, Presenca de macrdfagos e células gigantes multinucleadas.

5. Presencga de necrose.

6. Presenca de barreira de tecido mineralizado.

7. Presenca de calcificagao distrofica.
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A intensidade da reacao inflamatdria foi estabelecida seguindo alguns
critérios:

Leve: Escassas células inflamatdrias dispersas no tecido conjuntivo.

Moderada: Grande quantidade de células inflamatorias dispostas
focalmente.

Intensa ou severa: Grande quantidade de células inflamatérias difusas ou

dispersas no tecido conjuntivo adjacente.
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Os achados microscopicos obtidos nas analises histopatoldgicas estdo
dispostos de maneira descritiva, divididos de acordo com o grupo e o periodo de
tempo estudado. Como ja mencionado anteriormente, em cada periodo de tempo,

foi utilizado um dente deciduo inferior anterior isento de medicacao (controle).

PERIODO DE ESTUDO DE 7 DIAS

Pasta A (A base de hidréxido de calcio)

Observou-se pequeno foco de necrose superficial no tecido em contato com
0 material capeador, com aumento da densidade vascular. Tecido de granulagao
com reacdo inflamatéria cronica de moderada a intensa, formada
predominantemente por linfocitos e macréfagos, foi observado (Figura 6). Em um
espécime, células gigantes multinucleadas de corpo estranho eram evidenciadas
no tecido pulpar inflamado (Figura 6). Tecido mineralizado nao foi evidenciado

neste periodo.
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Figura 6. Fotomicrografias de dentes tratados com pasta a base de hidréxido de calcio apds 7
dias. A) Cavidade apresentou tecido com necrose superficial (seta) e tecido de granulagdo com
reacdo inflamatoria cronica moderada, além de vasos sanguineos congestos (aumento original,
50x). B) Vista de maior aumento da fotomicrografia anterior (aumento original, 100x). C) Células
gigantes multinucleadas de corpo estranho (seta) em meio a uma reacdo inflamatdria cronica de
intensidade moderada (aumento original, 200x). D) Vista de maior aumento da fotomicrografia
anterior (aumento original, 400x). Coloracdo de hematoxilina-eosina.
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Pasta B (A base de extrato padronizado de propolis 80%)

O tecido pulpar na regiao de contato do material apresentou focos de
necrose superficial. Na porcao imediatamente abaixo da area de contato com o
material capeador, observou-se reacao inflamatoria cronica de leve a moderada,
composta predominantemente por linfdcitos, além de grande quantidade de vasos
sanguineos hiperémicos, caracterizando tecido de granulacdao (Figura 7).
Curiosamente, em um espécime, notou-se o inicio da formacdo de tecido
mineralizado, que se apresentou segmentado, com inumeras células colunares em
toda sua periferia, compativeis com odontoblastos (Figura 7). Esse tecido
mineralizado, provavelmente dentina reparadora, ndao apresentou evidéncias de
formacdo de canaliculos dentinarios. Além disso, no tecido pulpar, também foi
possivel observar areas hemorragicas e presenca de pigmento enegrecido
compativel com hemossiderina. Células gigantes multinucleadas e calcificacoes

distroficas nao foram observadas.
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Figura 7. Fotomicrografias de dentes tratados com pasta a base de extrato padronizado de
propolis 80% apds 7 dias. A) Cavidade com tecido pulpar exposto, apresentaou foco de necrose
superficial (seta) na regido de contato com o material (aumento original, 25x); B) Area de maior
aumento na mesma regido documentada na fotomicrografia anterior (aumento original, 50x); C)
Tecido de granulagdo com reacdo inflamatdria crénica moderada, com inicio de formagdo de
uma barreira mineralizada sobre o tecido pulpar exposto (setas) (aumento original, 100x); D)
Tecido mineralizado sem a presenca de canaliculos, com células colunares semelhantes a
odontoblastos localizadas na sua periferia (seta) (aumento original, 200x). Coloracdo de
hematoxilina-eosina.
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Pasta C (Associacao entre Pasta A e Pasta B)

O material capeador se manteve posicionado na cavidade. Na cavidade
pulpar foi possivel observar tecido de granulacdo com reacao inflamatdria cronica
de intensidade leve a moderada, predominantemente formada por linfocitos e
macrofagos, associada a presenca de vasos sanguineos congestos (Figuras 8, 9 e
10). Células gigantes multinucleadas, calcificagbes distroficas e barreira

mineralizada nao foram observadas nestes espécimes.

Figura 8. Fotomicrografia de dentes tratados com pasta-C a
base hidréxido de calcio associado ao extrato padronizado de
prépolis; regido da cavidade, com tecido pulpar exposto
(hematoxilina-eosina, aumento original, 25x).



Figura 9. Fotomicrografia de dentes tratados com pasta-C a
base hidréxido de calcio associado ao extrato padronizado de
prépolis; tecido pulpar abaixo da drea de exposicdo, com vasos
sanguineos congestos e discreta reacdo inflamatdria cronica
(hematoxilina-eosina, aumento original, 200x).

Figura 10. Fotomicrografia de dentes tratados com pasta-C a
base hidréxido de calcio associado ao extrato padronizado de
prépolis; tecido de granulagdo com reacdo inflamatéria cronica
moderada (hematoxilina-eosina, aumento original, 100x).
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Controle (Penso de algodao)

No tecido pulpar superficial localizado na superficie da cavidade, observou-
se a formagdo de intensa reacgao inflamatdria aguda (abscesso) e necrose (Figuras
11, 12 e 13). Logo abaixo, notou-se reacdo inflamatdria cronica intensa formada
predominantemente por linfdcitos, além de vasos sangliineos hiperémicos. O
restante do tecido pulpar localizado no canal radicular apresentou-se com aspecto
de normalidade, embora com discreta reagao inflamatdria cronica. Células gigantes

multinucleadas ou quaisquer formas de tecido mineralizado nao foram observadas.

Figura 11. Fotomicrografia de dentes tratados com penso de
algodao, controle, regido da cavidade, com tecido pulpar exposto
(hematoxilina-eosina, aumento original, 25x).



Figura 12. Fotomicrografia de dentes tratados com penso de
algoddo, controle, intensa reacdo inflamatoria aguda (abscesso)

(hematoxilina-eosina, aumento original, 200x).
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Figura 13. Fotomicrografia de dentes tratados com penso de
algoddo, controle, abscesso intenso (hematoxilina-eosina,
aumento original, 100x).
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PERIODO DE ESTUDO 21 DIAS

Pasta A (A base de hidréxido de calcio)

Nesse grupo de estudo, notou-se, na maioria das amostras, a presenca de
barreira formada por tecido mineralizado, que recobriu completamente o tecido
pulpar exposto no capeamento. O tecido que formou a barreira mineralizada nao
apresentou canaliculos, tratando-se provavelmente de dentina reparadora. O
tecido pulpar logo abaixo dessa barreira mineralizada apresentou reacao
inflamatoria que variou de leve a moderada, predominantemente linfocitica.
Macrdfagos, vasos sanguineos congestos e hemorragia antiga, com pigmento de
hemossiderina, também foram observados. Entretanto, necrose ou células gigantes
multinucleadas de corpo estranho nao foram notadas em nenhuma amostra, bem

como a presenca de calcificacdo distrofica.

Pasta B (A base de extrato padronizado de propolis 80%)

Na regiao onde o tecido pulpar foi exposto ao medicamento, observou-se a
formacdo de barreira de tecido mineralizado compativel com dentina reparadora,
que recobria parcialmente o tecido pulpar exposto. Abaixo, notou-se, a presenca
de tecido pulpar com reagao inflamatdria cronica leve, formada em sua maioria por
linfocitos. Necrose, células gigantes multinucleadas de corpo estranho ou

quaisquer outras alteracdes degenerativas nao foram observadas.
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Pasta C (Pasta A + pasta B associacao)

A faixa de tecido pulpar em contato com a pasta formada pela associagao
entre hidréxido de calcio e propolis apresentou-se com reacgao inflamatdria cronica
de leve a moderada, predominantemente formada por linfécitos, embora
macréfagos também tenham sido observados. Logo abaixo da area de contato com
o material, notou-se a presenca de tecido com reacao inflamatdria cronica discreta.
Entretanto, houve a formagao de barreira de tecido mineralizado, que recobriu
parcialmente o tecido pulpar exposto durante a pulpotomia (Figura 14). Esse
tecido calcificado, como ocorreu nos demais grupos onde foi observado, nao
apresentou canaliculos, sendo compativel com dentina reparadora. Necrose,
células gigantes multinucleadas de corpo estranho e calcificacdes distroficas nao

foram observadas.
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Figura 14. Fotomicrografias de dentes tratados com pasta-C a base hidroxido de célcio
associado ao extrato padronizado de prépolis. A) Regido da cavidade, onde se observou a
presenca de uma barreira de tecido mineralizado compativel com dentina reparadora (setas),
que recobre parcialmente o tecido pulpar exposto (aumento original, 25x). B) Vista em maior
aumento da area observada na fotomicrografia anterior (aumento original, 50x). C) Barreira
parcial de tecido duro compativel com dentina reparadora (aumento original, 100x). D) Tecido
pulpar abaixo da area de contato com o material, com uma reagdo inflamatdria cronica leve
(aumento original, 200x). Coloracao de hematoxilina-eosina.
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Controle (Penso de algodao)

O tecido pulpar exposto durante a pulpotomia apresentou reacao
inflamatoria crbnica, que variou de moderada a intensa. Linfécitos foram as células
mais comumente observadas. Tecido calcificado compativel com dentina
reparadora foi observado em finas camadas, adjacente as paredes internas dos
canais radiculares. Nao foram observadas células gigantes multinucleadas, necrose

ou areas com calcificacao distrdfica.

PERIODO DE ESTUDO 42 DIAS

Pasta A (A base de hidréxido de calcio)

Material utilizado no procedimento de pulpotomia ainda se encontrou em
posicdo na cavidade, como descrito anteriormente na andlise anatomo-patoldgica.
Observou-se a presenca de barreira formada por tecido mineralizado compativel
com dentina reparadora, que recobriu todo o tecido pulpar anteriormente exposto
(Figura 15). Essa barreira de tecido duro se apresentou com forma irregular € nao
mostrou canaliculos. O tecido pulpar abaixo dessa barreira se mostrou com
aspecto fibroso e isento de reacao inflamatoria ou de quaisquer outras alteracoes

morfoldgicas significativas.
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Figura 15. Fotomicrografia de dentes tratados com pasta-A a base de hidroxido de calcio. A)
Nesse aumento, ja observou-se a barreira de tecido duro que recobre totalmente a polpa que foi
exposta (seta) (aumento original, 25x). B) Vista de maior aumento, onde observa-se com maior
detalhe a barreira de tecido duro formada (seta) (aumento original, 50x). C) Barreira
mineralizada com aspecto irregular (aumento original, 100x). D) Tecido pulpar com aspecto mais
fibrosado, sem a presenca de reacdo inflamatéria (aumento original, 200x). Coloracdo de
hematoxilina-eosina.
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Pasta B (A base de extrato padronizado de propolis 80%)

Apods 42 dias, as caracteristicas morfoldgicas encontradas nesse grupo de
estudo foram similares as descritas no grupo acima. Observou-se barreira formada
por tecido mineralizado compativel com dentina reparadora que recobriu todo o
tecido pulpar que foi exposto durante o procedimento da pulpotomia. O tecido
pulpar se mostrou mais fibroso e sem a presenca de reacao inflamatdria. Células
gigantes multinucleadas, necrose ou calcificacdes distroficas nao foram

observadas.

Pasta C (Pasta A + pasta B associacao)

Aspectos morfoldgicos semelhantes aos descritos nos grupos tratados com
as Pastas A e B; apresentou barreira formada por tecido mineralizado compativel
com dentina reparadora, que recobriu todo o tecido pulpar que foi exposto, o qual
se mostrou mais fibroso e sem a presenca de reacao inflamatdria. Da mesma
forma que nos grupos anteriores, nao foram observadas células gigantes

multinucleadas, necrose ou areas com calcificagdes distroficas.

Controle (Penso de algodao)

O tecido pulpar exposto mostrou-se com reacao inflamatdria cronica que,
variou de leve a moderada. Tecido mineralizado compativel com dentina
reparadora foi observado nas paredes dos canais radiculares, mas nao recobriram
totalmente o tecido pulpar exposto. Necrose, células gigantes multinucleadas e

calcificagOes distroficas eram ausentes.
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A pulpotomia tem como objetivo remover a porcdao coronaria do tecido
pulpar, que se apresenta contaminada e com uma reacdao inflamatoria de
intensidade variavel, e colocacdo de um medicamento sobre o tecido pulpar
exposto, preservando a vitalidade da polpa radicular. Esse procedimento € indicado
principalmente em dentes deciduos e permanentes jovens, que possuem um tecido
pulpar com maior capacidade de reparacdao. Postula-se também que quanto maior
a intensidade da reacao inflamatdria pulpar, menor é o indice de sucesso. O
hidroxido de calcio € o medicamento mais utilizado nas pulpotomias, embora
outras substancias também tenham sido empregadas. A maioria delas, inclusive o
hidréxido de calcio, além de provocar a diminuigdo da reagao inflamatdria pulpar
com conseqiiente manutencdo da sua vitalidade, estd associada a formacdo de
uma barreira de tecido mineralizado que recobre todo o tecido pulpar exposto
(PERILLO et al., 1998; STOCKTON, 1999; DOMINGUEZ et al., 2003; NAKAMURA et
al., 2004; CENGIZ et al., 2005; HUTH et al., 2005; MARKOVIC et al., 2005;
ALBUQUERQUE et al., 2006).

Para avaliar o sucesso clinico e radiografico de dentes submetidos a
pulpotomia ou capeamento pulpar, varios métodos e exames tém sido utilizados,
como teste de sensibilidade elétrica ou térmica, presenca de dor ou aumento de
volume e sinais radiograficos de patologia periapical ou nos tecidos vizinhos (HUTH
et al., 2005; MARKOVIC et al., 2005). Entretanto, para se examinar o estado do

tecido pulpar e a qualidade da barreira de tecido duro formada apds a pulpotomia,
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utilizando qualquer tipo de medicamento, é necessaria a andlise microscopica
desses dentes (NAKAMURA et al., 2004; CENGIZ et al., 2005; SABIR et al., 2005;
NAKAMURA et al., 2006; TUNC et al., 2006). Em humanos, a realizacao de estudos
onde se avaliam as caracteristicas microscopicas de dentes submetidos a
pulpotomia, geralmente esbarra em restricdes éticas, seja pelo desenho do prdprio
estudo ou pela quantidade de espécimes que sao normalmente necessarios para
se obter resultados consistentes.

Varios modelos de estudo /n vivo tém sido empregados em experimentos
que avaliam a efetividade de determinado medicamento utilizado em pulpotomia.
Um método comumente empregado, consiste na insercdo do material a ser
estudado sobre o tecido pulpar exposto em dentes de animais, principalmente de
caes e ratos (SABIR et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006; BRISO et al., 2006;
TUNC et al., 2006). Apds periodos de tempos pré-determinados, esses animais sao
sacrificados, os dentes extraidos ou removidos em bloco, processados e avaliados
microscopicamente. Porém, os dois modelos citados apresentam algumas
desvantagens. Embora o tecido pulpar de caes apresente caracteristicas
histoldgicas e capacidade reativa aos estimulos similares ao tecido pulpar humano,
guando ha necessidade de um numero maior de amostras em um experimento, o
estudo utilizando cdes, atualmente, é dificultado devido as restricdes éticas
(HAMPSHIRE, 2003). O rato, por outro lado, € um modelo experimental que

representa satisfatoriamente o organismo de um mamifero, além de apresentar
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um tamanho que permite o manejo mais facil e seguro (HEDRICH, 2000;
RODRIGUES SOSA, 2004), porém a cavidade bucal e os seus dentes apresentam
dimensdes muito reduzidas, causando dificuldade na realizagdo de procedimentos
onde ha necessidade de manipulagdo dentaria, como a pulpotomia. Outro fator
limitante em relacdo ao rato, € reproduzir procedimentos endodonticos
normalmente realizados em humanos, pela dificuldade em realizar isolamento
absoluto, visualizacao adequada do campo de trabalho e pelo fato desse animal
apresentar tecido pulpar mais resistente quando submetido a um determinado
estimulo, o que seria uma desvantagem importante, particularmente no método
proposto por este estudo.

Uma alternativa ainda muito pouco explorada é a utilizacao de suinos para
estudos dessa natureza (JEAN et al., 1988; WILKERSON et al., 1996; JEPSEN et
al., 1997; NAKAMURA et al., 2002; NAKAMURA et al., 2004; NAKAMURA et al.,
2006), como foi realizado nessa pesquisa. Esses animais representam bem o
organismo dos mamiferos, apresentam dentes com dimensdes e estruturas
adequadas para o estudo, além do que sua carne pode ser utilizada para o
consumo apos procedimentos dessa natureza, diminuindo restricdes do ponto de
vista ético. Além disso, apresenta similaridades anatomicas e fisioldgicas com os
seres humanos (WANG et al., in press). Entretanto, a eventual desvantagem é a
necessidade de se ter ambiente adequado, exclusivo para a manutencao dos

animais, além do manejo que pode ser mais dificil devido as suas dimensdes. Em
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outros tipos de estudo onde ha necessidade do uso de dentes, como testes in vitro
de adesividade dentinaria, este modelo também pode ser utilizado, visto o esmalte
e a dentina de dentes humanos e suinos apresentam varias semelhancas ultra-
estruturais (LOPES et al., 2006).

O acesso a camara pulpar para a realizacdao da pulpotomia foi realizado,
neste estudo, na face vestibular dos incisivos inferiores por permitir melhor
visualizacdo e campo de trabalho. Esse procedimento também foi realizado por
MENEZES et al. (2004) em pulpotomia, porém, em dentes de caes.

Um aspecto relevante neste estudo diz respeito a utilizacao do extrato
padronizado de propolis EPP — AF (Apis Flora, Ribeirdao Preto, Sdo Paulo, Brasil),
que contempla quantidades definidas de propolis de varias regides do Brasil com
principios ativos ou marcadores como a Artepelin-c, Bacharina, Acido p-cumérico e
Drupanin, sendo essas substancias avaliadas e monitoradas quali-
quantitativamente. Em um experimento, a utilizacdo de amostras de prdpolis com
diferentes composicdes quimicas pode gerar resultados distintos e eventualmente
duvidosos, uma vez que a sua composicao quimica é muito complexa, variando
principalmente de acordo com a regidao e a espécie de abelha que a produz
(BANKOVA, 2005; SALATINO et al.,2005).

O hidroxido de cdlcio apresenta propriedades anti-bacterianas, além de
possuir compatibilidade tecidual favoravel. Varios estudos testaram o hidréxido de

calcio como material para protecdo pulpar (JEAN et al., 1988; PERILLO et al.,
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1998; CENGIZ et al., 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006; BRISO et al., 2006; TUNC
et al., 2006). Embora haja um aumento do numero de casos de insucesso clinico
apods pulpotomia com hidroxido de célcio se o seguimento pds-tratamento é mais
longo (OLSSON et al., 2006), a maioria dos estudos /n vivo mostra que esse
material apresenta bom desempenho apds pulpotomia, com altos indices de
formacao de barreira de material mineralizado que recobre o tecido pulpar
exposto, promovendo a manutencao da integridade e Vvitalidade pulpar
(ALBUQUERQUE et al., 2006; TUNC et al., 2006).

No presente estudo, os dentes que foram submetidos a pulpotomia com
hidroxido de calcio nao apresentaram necrose da polpa radicular, caracteristica
que sugere que a manutencao da vitalidade pulpar. Apds 42 dias da realizacao da
pulpotomia com hidréxido de cdlcio, além da barreira de tecido mineralizado que
se formou, a polpa se mostrava mais fibrosa, sem a presenca de reacao
inflamatdria. No entanto, esse tecido pulpar com maior concentracdo de tecido
fibroso, se for submetido a nova agressdo, talvez ndo consiga responder da
mesma forma que reagiu quando ainda estava higido.

Com relacao a formagdo de barreira dentindria, o presente estudo revelou
excelentes resultados quando da aplicacgdo do extrato padronizado de propolis
como medicacao durante a pulpotomia, com presenca de barreira parcial de tecido
mineralizado decorridos 21 dias e recobrindo totalmente o tecido pulpar exposto

apods 42 dias. Resultados semelhantes aos 21 dias foram observados por SABIR et
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al. (2005) em dentes de ratos. Esses resultados provavelmente estdo relacionados
a propriedade antiinflamatdria da propolis, além da capacidade em causar menor
agressao tecidual (KHAYYAL et al., 1993; SILVA et al., 2004; TAN-NO et al., 2006),
conferida pela presenca de flavondides, acidos aromaticos e ésteres (SABIR et al.,
2005). O extrato padronizado de propolis EPP — AF possui concentracdes definidas
dessas substancias o que possibilita a obtencdao de resultados favoraveis em
relagdo atividade antiinflamatdria e reparadora. Como agente antiinflamatorio, é
observado que a propolis inibe a sintese de prostaglandinas, a producdo de éxido
nitrico, estimula a imunidade celular e aumenta a capacidade de reparacao (KOO
et al., 2000; TAN-NO et al., 2006).

Curiosamente, em um espécime tratado com o extrato padronizado de
propolis a 80% e avaliado depois de 7 dias da pulpotomia, pode-se observar o
inicio da formacao de tecido mineralizado compativel com dentina reparadora,
apresentando na sua periferia células colunares semelhantes a odontoblastos.
Apesar de interessante, esse dado deve ser avaliado com cautela, visto que foi
observado em apenas um espécime. Eventualmente, outros experimentos podem
confirmar tal fato. Ndo ha relato semelhante na literatura consultada. A
propriedade antiinflamatoéria da propolis, além da capacidade em causar menor
agressao tecidual (KHAYYAL et al., 1993; SILVA et al., 2004; TAN-NO et al., 2006),
pode ter desempenhado papel importante na formacao precoce do tecido

mineralizado, pois permite um ambiente mais favoravel para a reorganizacdao do
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tecido lesado e conseqlientemente alcancar a reparagao adequada. Além disso, a
propolis também contém elementos, como zinco e ferro, que sao importantes para
a sintese de colageno (MARCUCCI, 1995).

SABIR et al. (2005) avaliaram histologicamente o tecido pulpar de ratos
submetidos a pulpotomia com propolis (flavonodide e nao-flavondide), evidenciando
reacao inflamatdria inicial apds 1 semana no tecido pulpar de dentes tratados com
propolis nao-flavondide. Entretanto, naqueles tratados com prépolis flavondide,
notou-se reagdo inflamatdria tardia (de leve a moderada), com formacao de
barreira parcial de tecido mineralizado depois de 4 semanas. Ao contrario, no
presente estudo, observou-se reacao inflamatoria cronica que variou de leve a
moderada no periodo inicial (7 dias) e uma reacdo inflamatdria cronica leve em
periodo tardio (21 dias), no tecido pulpar dos dentes submetidos a pulpotomia.
Apds 42 dias, havia maior formagdo de tecido fibroso, com auséncia de reacao
inflamatoria. Estes achados, como observados nos dentes tratados com hidroxido
de célcio, sugerem que os dentes tratados com pasta a base de propolis
mantiveram sua vitalidade.

AL-SHAHER et al. (2004) avaliaram os efeitos de diferentes concentragoes
da propolis sobre fibroblastos de polpa dentaria mantidos em cultura e verificaram
que, na concentracdo de até 1 mg/ml, a propolis ndo causou efeitos citotoxicos
nessas células. Entretanto, em concentracdes de 2 e 4 mg/ml, essa substancia

reduziu 50% da viabilidade celular de fibroblastos oriundos do tecido pulpar.
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Devido as caracteristicas e propriedades apresentadas tanto pela propolis
quanto pelo hidroxido de calcio, a utilizaggo de uma pasta medicamentosa
composta por essas duas substancias poderia render beneficios importantes para o
tratamento de afeccbes endoddnticas. Assim, nesse estudo, utilizou-se a
associacao do extrato padronizado de propolis a 80% e hidroxido de calcio, que
apresentou desempenho semelhante as substancias utilizadas isoladamente,
exceto aos 21 dias, onde foi observada uma reacao inflamatdria ligeiramente mais
intensa nos dentes tratados com associacao das pastas, quando comparado ao uso
isolado de cada uma delas. Outro estudo, embora tenha utilizado um modelo de
estudo diferente, observou que a associacao entre as duas substancias foi menos
irritante ao tecido subcutaneo de ratos quando comparada as substancias
aplicadas isoladamente (OLIVEIRA, 2004).

No presente estudo, comparando os resultados obtidos ao utilizar as
diferentes pastas, pode-se observar que aos 7 dias, os dentes tratados com
hidréxido de calcio apresentaram reagdo inflamatdéria mais intensa quando
comparados aos dentes que foram tratados com a pasta de extrato padronizado de
propolis a 80% e com a associacdo do extrato padronizado de propolis a
80%/hidréxido de calcio. Aos 21 dias, os tecidos pulpares tratados com pasta a
base de extrato padronizado de propolis a 80% mostraram uma reacao
inflamatdria mais branda em comparagdo aqueles tratados com pasta a base de
hidréxido de cdlcio e pasta obtida pela associacdo entre extrato padronizado de

propolis e hidréxido de calcio. Esses achados provavelmente sdo conseqliéncias
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das propriedades antiinflamatdrias da propolis e por apresentar menor grau de
irritacdo tecidual (SILVA et al., 2004; TAN-NO et al., 2006). Ja apos 42 dias, todos
os dentes apresentaram tecido pulpar remanescente sem a presenga de reagao
inflamatdria, independente da pasta utilizada na pulpotomia. Quanto a formagao
da barreira de tecido mineralizado, apds 42 dias, todas as pastas testadas
proporcionaram a formagao desse tecido, que recobria completamente o tecido
pulpar. Com estes resultados, sem duvida, mais estudos devem ser realizados, de
forma que as reagOes provocadas pela propolis e suas associagdes sejam mais
bem conhecidas e estabelecidas.

O uso de apifitomedicamentos nao isenta o organismo de possiveis efeitos
adversos. A propolis € um fitocomplexo formado por dezenas de substancias.
Atualmente, cerca de 180 compostos ja foram identificados, sendo que a maioria
delas apresenta potencial alergénico. Relatos de alergia a prépolis tém sido
freqlientes na literatura e variam entre 1.2% e 6.5% (RIEDER et al., 2001;
WOEHRL et al.,, 2001). Recentemente, foi relatada a ocorréncia de
hipersensibilidade de contato tardia na mucosa bucal de uma paciente depois de
dez dias da utilizacdo de solucao tdpica de propolis para o tratamento de
ulceragdes aftosas recorrentes. Testes subcutaneos posteriores revelaram que a
paciente possuia hipersensibilidade a prépolis (BRAILO et al., 2006). Assim, ao
usar a propolis para quaisquer fins ou circunstancias, embora incomum, ha a

probabilidade de o paciente desenvolver reagdo alérgica ao material.
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Devidos aos poucos estudos testando o uso da prdpolis na Odontologia,
principalmente na Endodontia, e aos bons resultados obtidos nesse estudo, ha a
necessidade de se desenvolver novos experimentos para comprovar sua eficiéncia
como medicamento para pulpotomias e também como medicacado intra-canal, para
o melhor conhecimento das reagdes que essa substancia pode provocar quando
em contato com o tecido pulpar. Com relacao ao modelo de estudo, embora os
suinos apresentem dificuldade para o manejo devido as suas dimensdes, eles
podem ser alternativas viaveis para o estudo das reagdes do complexo dentina-

polpa, devendo ser mais explorados e utilizados para os estudos dessa natureza.
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De acordo com a analise dos eventos histopatoldgicos ocorridos nos periodos de

observacao propostos neste estudo, € possivel concluir que:

1. Apds 7 dias, o tecido pulpar tratado pasta a base de hidroxido de
calcio apresentou reacao inflamatdria cronica de intensidade
moderada a severa, sem a presenca de barreira mineralizada,
enquanto que, os dentes tratados com as pastas a base de extrato
padronizado de propolis a 80% e associacao entre extrato
padronizado de propolis 80% e hidroxido de calcio, apresentaram

inflamacao de intensidade leve a moderada.

2. Observou-se inicio da formagao de tecido mineralizado em um
dente tratado com pasta a base de extrato padronizado de propolis a

80%, apds 7 dias.

3. Os tecidos pulpares que receberam pasta a base de extrato
padronizado de propolis a 80%, apds 21 dias, mostraram reacao

inflamatdria leve e formagao parcial de barreira mineralizada.

4. Os dentes tratados com as pastas a base de hidréxido de calcio e a
associacao entre hidroxido de calcio e extrato padronizado de
propolis a 80%, apds 21 dias, apresentaram inflamacao de

intensidade leve a moderada, com formacao de barreira mineralizada
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completa naqueles tratados com pasta a base hidréxido de célcio e

parcial nos que receberam a pasta de associagao.

5. Apds 42 dias, os tecidos pulpares tratados com todas as pastas
testadas apresentaram sem reacao inflamatdria, com maior
deposicao de tecido fibroso. E, todos os dentes, independente da
pasta utilizada, mostraram formacao completa de barreira de tecido

mineralizado.

6. Em todos os periodos experimentais, as pastas de hidroxido de
calcio, extrato padronizado de propolis a 80% e a associacao entre
elas, mostraram-se eficientes na formacao da barreira de tecido
duro, recobrindo o tecido pulpar exposto e contribuindo para a

manutencgao da vitalidade pulpar.
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frente 2 acio das pastas a base de hidroxido de cdlcio, prépolis e associagio”, tendo como
pesquisador Prof’. Dr’. Danyel Elias da Cruz Perez, em reunido ocorrida na data de 20 de
Junho de 2006, registrado sobre o Comét: 047/06.

Temos ciéncia de que os estudos estdo sendo conduzidos na Universidade de
Ribeirdo Preto — UNAERP.

Solicitamos que o senhor encaminhe os relatorios parciais e finais, bem como
envie-nos possiveis emendas e novos termos de consentimento livre e esclarecido, notifique
qualquer evento adverso sério ocorrido no centro e novas informagdes sobre a seguranca do

estudo para que possamos fazer o devido acompanhamento.

Atenciosamente,

Prof*. P/ Luciana Rezende Alves Oliveira
Coordenadora do Comité em Pesquisa da UNAERP
Universidade de Ribeirio Preto

Av: Costabile Romano, 2201 — Bairro Ribeirinia — Ribeirio Preto-SP - CEP. 14096-330
Fone: (xx16) 3603-6915 - e-mail ceticaaunaerp.br
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