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RESUMO

A dentistica contemporanea preconiza a maxima conserva¢do com o minimo de intervencao para
remover o tecido cariado. A remo¢do quimico-mecénica da cérie enquadra-se no atual perfil de
promocao de saude bucal, pois objetiva a remocao seletiva da camada externa e infectada da carie
e a permanéncia da camada interna, remineralizdvel. A sua eficicia tem sido amplamente
investigada, nas Ultima trés décadas, e devido aos satisfatorios resultados novos produtos que ajam
guimicamente sobre o tecido cariado estdo sendo investigados. O objetivo deste estudo in vitro foi
analisar a superficie dentindria remanescente apds a remocdo de tecido dentinario cariado
utilizando o gel do extrato liofilizado de bromelina. A bromelina é uma enzima proteolitica similar
a papaina extraida da polpa, folhas, caule e cascas do abacaxizeiro, Ananas cosmosus (L) Merril.
O extrato enzimético foi obtido das cascas do abacaxizeiro e liofilizado para preservagdo de suas
caracteristicas proteoliticas. A atividade colagenolitica foi determinada pelo método do “cup-
plate”. A atividade proteolitica do extrato liofilizado foi quantificada pelo método de Kunitz e a
concentracdo de proteina pelo método de Lowry. Testaram-se trés concentragdes (1, 2 e 3%) do
extrato liofilizado no gel de carboximetilcelulose (CMC) em quinze (15) molares permanentes
cariados, divididos em trés grupos de cinco dentes: grupo 1 (G1), grupo 2 (G2) e grupo 3 (G3).
Cada dente foi seccionado ao meio, os lados mesiais e vestibulares (lado A) receberam o gel com
0 extrato e os lados distais e palatinos (lado B) receberam o gel de CMC sem o extrato, grupo
controle. Os lados A do G1, G2 e G3 receberam, respectivamente, as concentracoes 1, 2 e 3% do
extrato liofilizado de bromelina. O gel foi aplicado na cavidade, por 60 segundos e depois o tecido
cariado foi removido com uma cureta sem corte, repetindo-se trés vezes consecutivas 0
procedimento, também realizado com o gel controle (lados B). Cortes longitudinais semi-seriados
de 5um de espessura foram corados com hematozilina e eosina e, por microscopia éptica, a
superficie dentindria remanescente foi avaliada qualitativamente e comparativamente entre 0s
lados A e B. Com os dados obtidos observou-se: no G1(lado A) 80% das amostras apresentaram
remocao da carie, no G2 (lado A) 60% das amostras apresentaram remogdo de cérie, no G3 ndo
houve remocdo de carie. Comparando-se os lados A e B houve remocéo significativa de carie no
G1 e G2 em relagéo ao grupo controle e no G3 ndo houve remogé&o significativa. Concluiu-se que,
nas amostras analisadas, o gel do extrato liofilizado de bromelina a 1 e 2% apresentou remogao
quimico-mecénica significante em relacdo ao grupo controle.

Palavras-Chave: A.cosmosus, gel de carboximetilcelulose, remog¢ao quimico-mecanica da
carie.
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ABSTRACT

The contemporary dentistry indicates the maximal conservation with minimal intervation to
remove the carious tissue. The chemomechanical caries removal fits in the oral health promotion
profile, because objectives the selective removal of the external and infected layer of carious and
the permanence of the internal layer, remineralizable layer. Its efficiency has been widely
investigated, in the latest three decades, by satisfactories results new products that act chemically
over the carious tissues have been investigated. The purpose of this in vitro study was to analyse
the residual dentinal surface following caries removal using a bromelain gel. The bromelain is a
proteolitic enzyme, papain similar, extracted from the fruit and pineapple plants, Ananas cosmosus
(L) Merril. The enzymatic extracted was obtained from the pineapple shell and liofilizated, to
preserve its proteolitics characters. The colagenolitic activity was qualified by the cup-plate’s
method. The enzymatic activity of the bromelain liofilizated extract was quantified by Kunitz’s
method, its protein concentration by Lowry’s method. Three concentrations (1, 2 and 3%) of the
liofilizated extract was added in a carboximetilcelulosis gel (CMC) and was tested in fifteen (15)
carious molars, divided in three groups of five teeth, group 1 (G1), group 2 (G2) and group 3 (G3).
Each tooth was half cutted, the mesial and the vestibular sides (side A) received the bromelain
liofilizated extract gel and distal and palatinal sides received a CMC gel without the extract,
control, (side B). The side A of G1, G2 and G3 received, respectively, 1, 2 and 3% of the
bromelain liofilizated extract. The gel was applied into the cavity for 60 seconds, and later
removed with a sharpness instrument, this procedure was repeted three following times and also
realized in the control gel (sides B). Semi-series longitudinal cuts of 5 um thick were tainted with
hematoxilin and eosin and the residual dentinal surface was analysed and qualified by optic
microscopy. With the data obtained it was notice that: in G1 (side A), 80% of the samples were
caries removal, in G2 (side A) 60% of the samples were caries removal, in G3 there was no
removal. In sides A and B, there were significant caries removal in G1 and G2 comparing with the
control and in G3 there was no caries removal. One concludes that, in the analysed samples, 1 and
2% of the bromelain liofilizated extract gel presents significant chemoremoval comparing with
control group.

Key words: A. cosmosus, carboximetilcelulosis gel, chemomechanical caries removal.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, a Odontologia busca uma filosofia preventiva por meio de promocao de
salde baseada na méxima atitude de prevencdo, maxima preservacdo e intervencdo minima

(BUSATO et al., 2005).

Para remocdo do tecido cariado evita-se a abertura das lesdes restritas ao esmalte, nas quais é
possivel o controle do biofilme dental. Nas lesGes cavitadas preconiza-se uma conduta mais
conservadora, com menor remogdo de tecido dentinario. A viabilidade desses principios esta
respaldada pelo diagnostico mais acurado do risco da doenga cérie e de sua progressdo resultando em
uma menor interveng&o operatoria possivel quando isso for inevitavel (CORREA, 2006; BARATA,

2007).

A lesdo cariosa consiste em duas camadas: a mais externa, infectada e necrotica, sem
capacidade de remineralizacdo, e a mais interna, menos infectada e com potencial remineralizador. O
tratamento tradicional, com uso de instrumentos rotatorios, pode levar a remocdo da camada mais
interna, resultando em maior destrui¢do da estrutura dentéria. Essa melhor compreenséo da doenca
carie, baseada em principios bioldgicos, levou a mudanca de paradigmas em relacdo ao ato de
remogdo do tecido cariado, desenvolvendo métodos minimamente invasivos, como o da remogéo

quimico-mecéanica da carie (MARAGAKIS et al., 2001; KIDD, 2004).

O objetivo da remocdo quimico-mecénica é remover a camada mais externa da cérie
(infectada), deixando a camada mais interna, a qual é passivel de remineralizagdo e reparo (PORTO

et al., 2001; TONAMI, et al., 2003; SILVA, et al., 2005; CORREA, 2006; BARATA, 2007).
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Os estudos vém avancando para que produtos conservadores, com a capacidade de remogéo
quimico-mecénica da cérie sejam langados no mercado, visando superar inconvenientes, como a
fobia gerada pela alta e baixa rotacdo, a dor, o alto custo do tratamento odontoloégico e a remogéo
desnecesséria da camada mais interna da lesdo cariosa (BERGMANN et al., 2005; MAGALHAES et
al., 2006).

Nos anos noventa (90), um produto para remocdo quimico-mecénica da cérie, denominado
Carisolv®, foi desenvolvido na Suécia. O Carisolv® é constituido de trés aminoacidos (lisina, leucina
e acido glutamico); cloreto de eritrosina; carboximetilcelulose; dgua destilada; hidréxido de sodio e
uma solucdo de hipoclorito de sodio em baixa concentracdo (0,5%). Os aminoacidos atenuavam o
efeito toxico do hipoclorito sobre o tecido dentindrio cariado (CEDERLUND et al.,, 1999;
BANERJEE et al., 2000a; BANERJEE et al., 2000b; MARAGAKIS et al., 2001).

Estudos clinicos e laboratoriais comprovaram a efetividade do Carisolv® pela sua capacidade
de remover seletivamente a camada necrdtica, infectada e ndo remineralizvel das lesGes cariosas
(CEDERLUND et al., 1999; FURE et al., 2000; BANERJEE et al., 2000a; BANERJEE et al., 2000b;
MARAGAKIS et al.,, 2001; FURE; LINGSTROM, 2004; BERGMANN et al., 2005; BARATA,
2007). Tal produto vem sendo utilizado no mercado odontoldgico, porém apresenta alto custo
(PORTO et al., 2001; CORREA, 2006).

No Brasil, pesquisadores desenvolveram um produto, ja comercializado, o Papacérieo, a base
da papaina. A papaina é uma enzima proteolitica proveniente do latex das folhas e frutos do mamao
verde adulto, Carica papaya. Sua formulacdo, além da papaina, conta com a presenca da cloramina.
@) Papacérieo vem mostrando efetividade clinica satisfatoria (SILVA et al., 2004; SILVA et al.,
2005; GUIA ODONTO, 2005; BUSSADORI et al., 2005; CORREA, 2006).

A bromelina, outra enzima proteolitica, oriunda de varias partes do abacaxizeiro, vem sendo

estudada em inumeras situacdes como em queimaduras de terceiro grau; solubilizagdo de mucos;
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como anti-inflamatorio; na inibicdo de células cancerigenas, entre outras (MAURER, 2001;
FREIMAN, 2001; HALE et al., 2005; CESAR, 2005; FERREIRA, 2007).

Na Odontologia, a aplicacdo da bromelina foi investigada por via oral em cirurgias
odontoldgicas, como potencializador de antibidticos. Gabriel (1968) observou clinicamente melhor
cicatrizacdo em alvéolos apds exodontias no grupo de pacientes que haviam feito o uso da bromelina
industrializada e antibioticos, por via oral, em comparagdo ao grupo de pacientes que fizeram o uso
apenas de antibidticos. Nesse estudo constatou-se que a associa¢do da bromelina potencializou a agdo
de antibidticos.

O estado do Amazonas, por suas caracteristicas geograficas, apresenta uma comunidade
ribeirinha extensa, carente de tratamento odontol6gico especializado. Por meio de um produto capaz
de remover quimicamente a cérie, o tratamento restaurador poderia se tornar mais acessivel,
melhorando a qualidade de vida dessa populacéo.

Devido a escassez de estudos sobre a bromelina com aplicabilidade clinica na Odontologia, o
presente trabalho visa a investigar in vitro a acdo do extrato liofilizado de bromelina (1, 2 e 3%),
sobre a remogdo quimico-mecénica da cérie, utilizando o gel de carboximetilcelulose (CMC) como

veiculo.

1.1 Objetivos
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1.1.1 Geral
Formular um gel a base de extrato liofilizado de bromelina, em diferentes concentragdes,
capaz de atuar na remocao quimico-mecanica da cérie, testando as seguintes hipoteses nulas (HO): 1.
gel a 1% ndo remove tecido cariado, 2. gel a 2% nao remove tecido cariado, 3. gel a % ndo remove

tecido cariado.

1.2. Especificos
Proceder a extracdo e obtencdo da bromelina a partir da casca do

abacaxi Ananas cosmosus (L) Merril.

Realizar teste de degradacdo do colageno, atividade proteolitica e especifica
dos extratos liofilizados de bromelina.

Elaborar o gel do extrato liofilizado de bromelina em trés concentragdes (1, 2 e
3%) e do grupo controle (sem a enzima).

Aplicar os géis dos extratos liofilizados, e o gel controle em dentes cariados
extraidos.

Avaliar histopatologicamente, em microscopia Optica, a efetividade das trés

concentragdes do gel e do grupo controle.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos histoldgicos da dentina.

A dentina é um tecido conjuntivo avascular, mineralizado, especializado e pertencente ao
complexo dentina-polpa. Forma o maior volume do dente, suportando e compensando a fragilidade
do esmalte. O complexo dentina-polpa tem intima relacdo topografica, embriolégica e funcional,
apresentando caracteristicas biolégicas comuns (MONDELLI, 1998; TORNECK, 2001; SMITH,
2003).

A dentina madura é composta por aproximadamente 65% em peso de matéria inorganica
sendo seu componente principal a hidroxiapatita. A matéria organica da dentina é basicamente
composta de 20% de colageno, 2% de proteoglicanas, glicosaminoglicanas, glicoproteinas, lipidios e
13% de &gua. Em volume essa relagdo é de 45% de matéria inorgénica, 33% de conteudo orgéanico e
22% de 4gua (PEREIRA et al., 2005).

A célula responsavel pela producdo de matriz é o odontoblasto, situado na periferia da polpa.
As suas projecOes citoplasmaticas (prolongamentos) ocupam um espago na matriz da dentina, que
sdo os tubulos dentinarios, ramificando-se proximo ao limite amelodentinario por toda a sua extensdo
(PECORA, 2008). Os ttbulos ou canaliculos dentinarios sd0 mais largos junto a polpa (2,5 pm) e
tornam-se mais estreitos nas suas extremidades externas (1 pum ). O niimero de tabulos por unidade
de superficie varia segundo a regido da dentina considerada. Proximo a polpa existem cerca de
65.000 tabulos/mm2; na parte central, cerca de 35.000 tabulos/mm2 e na periferia cerca de 15.000
tubulos/mm2. H& mais canaliculos por unidade de superficie na coroa do que na raiz. Na por¢édo
coronéria do dente maduro, os odontoblastos apresentam-se dispostos em palicada, contendo de trés a
cinco células de profundidade. A morfologia dessas células reflete a sua atividade funcional e varia

de uma fase ativa de sintese a uma de repouso. Uma célula ativa pode ser observada apresentando um
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nacleo evidente, citoplasma muito baséflico e uma zona de golgi proeminente. A célula em repouso é
achatada, com citoplasma relativamente escasso, de acordo com microscopia dptica (TORNECK,
2001).

Gracas a sua natureza tubular, os estimulos quimicos aplicados a dentina podem alcancar
rapidamente a polpa. A permeabilidade dentinéria varia ainda de acordo com a idade do dente, o grau
de mineralizacdo dos tubulos e as modificacbes teciduais na dentina, por exemplo, a
desmineralizagdo causada pelas bactérias acidogénicas da placa durante o processo de carie
(AGUIAR; ARANA-CHAVES, 2007; PECORA, 2008).

O grau de mineralizagdo da dentina implica em diferentes tipos distintos de dentina:
peritubular e intertubular. A dentina peritubular circunda os tubulos dentinarios. Apresenta menor
contetdo de coladgeno e maior concentracdo mineral do que a dentina intertubular, devido & atividade
odontobléstica continua ao seu redor. A dentina intertubular localiza-se entre os anéis de dentina
peritubular e compdem a massa dentindria propriamente dita. Apesar do seu alto grau de
mineralizacao, é rica em matriz organica composta de fibras coldgenas envolvidas por substancia
amorfa (PEREIRA et al., 2005).

A presenca de fatores de crescimento é importante, na matriz dentinaria. A sua liberacéo,
durante procedimentos clinicos ou como resultado da progressdo de lesfes cariosas, pode atuar como
moléculas de sinalizacdo de reparo. A identificacdo dessas moléculas destaca a relagdo intima entre o
comportamento celular da polpa e da matriz dentinaria. Os fatores de crescimento estdo relacionados
com a mediacdo das respostas pulpares a injdrias, preparos cavitarios e procedimentos restauradores

(MJOR; FERRARI, 2002; SMITH, 2003).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

2.2 Cariologia e histopatologia da carie

A carie caracteriza-se por ser uma doenca infecto-contagiosa, oportunista, de caréter
multifatorial, fortemente influenciada pelos carboidratos da dieta e pela acdo dos componentes
salivares. Resulta na perda localizada de miligramas de minerais dos dentes afetados, causada por
acidos organicos provenientes da fermentacdo microbiana dos carboidratos da dieta (WEYNE;
HARARI, 2002; BUSATO, 2005; LIMA, 2007). As destruicdes, localizadas nos tecidos duros
(esmalte, dentina e cemento), representam os sintomas da doenga (THYLSTRUP; FEJERSKOV,
1988). A lesdo cariosa é geralmente vista como um processo exclusivamente destrutivo das estruturas
dentérias. O processo representa em parte a proliferacdo bacteriana e destruicdo dos tecidos e, por

outro lado, pela reacdo do complexo dentinopulpar ao ataque da leséo (MONDELLI , 1998).

A teoria quimioparasitaria, teoria da placa ndo-especifica, proposta por Miller em 1890,
comecgou a ser cientificamente contestada a partir da década de sessenta (60). Estudos posteriores
mostraram que certas placas sdo odontopatogénicas e outras ndo, independentemente da sua
quantidade, teoria da placa especifica, (LOESCHE, 1979; LOESCHE, 1986). As bactérias
cariogénicas do biofilme sdo simultaneamente acidogénicas e aciddricas, produzem &cido e
continuam executando seu ciclo vital nesse ambiente de pH critico (abaixo de 5,7). Entre 0s
microrganismos cariogénicos, os “estrategistas de pH”, estdo principalmente o Streptococcus mutans
e Streptococcus sobrinus (KLEIN et al., 2004; FRANCO et al., 2007). Presentes, também, certos
lactobacilos, como o Lactobacillus casei, usualmente encontrado nas lesGes de caries que apresentam
cavitagdo e 0 seu numero na saliva, geralmente, mantém uma correlacdo positiva com a experiéncia

de cérie, especialmente em termos de grupos de pessoas. O Actinobacillus viscosus esta relacionado
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com a cérie radicular (WEYNE; HARARI, 2002). A infecgdo precoce pelo S. mutans aumenta
significativamente o risco de ocorréncia de lesGes cariosas na dentina de dentes deciduos, sendo que
a origem dessa colonizagdo precoce tem forte correlagdio com o bindmio materno-infantil
(BARBOSA; MEDEIRQOS, 2000; BONECKER et al., 2004; GROISMAN et al., 2007).

O aparecimento de lesdes de cérie é o sinal patognomdnico da atividade dessa doenga, que €
mediada pela presenca do biofilme, o qual s6 sera considerado cariogénico se ocorrer em, durante um
determinado periodo de tempo, interacdes dos fatores em condicbes criticas. Os fatores sdo
classificados como fatores primarios (essenciais) e secundarios (moduladores). Os fatores essenciais
que influenciam sdo: 0s microorganismos, o hospedeiro e o substrato (dieta). Os fatores secundarios
ou moduladores sdo: a saliva e o flior. Com isso, 0 processo carioso apresenta uma dindmica em que
ha periodos de remineralizacdo e desmineralizacdo (MALTZ, 2000; CURY, 2001; WEYNE;
HARARI, 2002; ZANIN et al., 2003; MARINHO et al., 2004; CORREA, 2005; LIMA, 2007).

O processo carioso pode ser paralisado pela promocdo de salde, ou seja, pelo controle da
dieta, uso adequado de fluoretos e habitos de higiene oral corretos (TENUTA et al., 2003; BUSATO,
2005; CELESTE et al., 2007).

A dentina sofre todo um processo de alteracdo estrutural apds invasdo bacteriana. A leséo
cariosa, que se inicia no esmalte torna-se tdo desmineralizada que o tecido se quebra e invade a
dentina periférica que se encontra desmineralizada (THYLSTRUP; FEJERSKOV, 1988).

A microbiota local produz uma variada gama de enzimas hidroliticas com potencial para
destruicdo dentinaria, formando o que se denomina de “area de destruicdo”. Os tubulos dentinarios
localizados no centro da dentina desmineralizada encontram-se vazios e sdo denominados de “tratos
mortos”, ou seja, sem conteldo protoplasmatico dos prolongamentos dos odontoblastos. A

microbiota nessa zona de penetracdo € primariamente acidogénica. Entre essa zona e a dentina
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esclerdtica existe sempre uma desmineralizacdo em andamento, como resultado da producdo de
acidos pela massa microbiana dentro da cavidade cariosa (THYLSTRUP; FEJERSKOV, 1988).

A remocédo completa da dentina infectada é fundamental para o tratamento das lesGes cariosas
e continua sendo um desafio para o cirurgido-dentista. Apesar de serem utilizados, para o
diagndstico, os critérios de coloracdo e/ou a dureza da dentina, sdo parametros que ainda geram
controvérsias e mostram falhas para uma indicagdo clinica definitiva (FUSAYAMA, 1997;
BANERJEE et al., 2000a; BANERJEE et al., 2000b; PORTO et al., 2001; KID, 2004; CORREA,
2006; BARATA, 2007).

Baseando-se nessas dificuldades, desde a década de 70 estudos, vém buscando analisar de
forma detalhada as camadas dentinérias que sofreram a acdo da carie. Fusayama & Ohgushi (1975)
realizaram uma analise histolopatdgica, através da microscopia eletrdnica de varredura, da 1.2 e 2.2
camada de tecido cariado e também da dentina saudavel adjacente. Observaram na camada de
dentina sauddvel, uma substancia inorganica (matriz dentindria) presente ao redor da dentina
peritubular. Na dentina intertubular, observaram numerosos cristais de hidroxiapatita com o formato
de agulhas dispostos em forma de franja nas fibras colagenas. Na segunda camada, adjacente a
dentina saudavel, observaram a mesma substancia inorganica, na dentina peritubular, porém devido
ao enlargamento dos tubulos, a sua espessura esta diminuida. Os cristais de hidroxiapatita, da dentina
intertubular, apresentam-se de forma semelhante & dentina saudavel, contudo em menor quantidade,
expondo as fibras colagenas. Na primeira camada, mais externa, 0s raros cristais de hidroxiapatita
mostraram-se em forma de folha espalhados irregularmente na dentina intertubular. A dentina
peritubular desaparece deixando os tdbulos enlarguecidos cheios de bactérias, porém com cristais
granulados espalhados preenchendo os tubulos, total ou parcialmente, formando uma cavidade no
centro dos tubulos havendo uma precipitacdo de cristais em forma de folhas nessa cavitacéo.

Concluiram que, apesar da segunda camada de tecido cariado apresentar alteracfes histologicas
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consideraveis, encontrou-se matriz organica e odontoblastos em atividade, diferente da camada mais
externa (1.2 camada) com grande alteracdo histologica, apresentando necrose do tecido.

Sequencialmente a esse trabalho, Kuboki et al. (1977) avaliaram a estrutura bioquimica do
colageno das duas camadas de dentina cariada, juntamente com a dentina sadia. A dentina cariada
consiste em duas camadas. A primeira, a mais externa, é totalmente descalcificada, infectada,
necrotica, contendo essencialmente fibras colagenas degeneradas e ndo remineralizaveis. A segunda
camada, abaixo da camada externa, € menos descalcificada, livre de bactérias, contendo colageno
remineralizivel e prolongamentos dos odontoblastos com vitalidade. Em tal estudo, observaram-se as
ligagdes moleculares do colageno e a composi¢do dos aminoécidos por microscopio eletrénico de
varredura nas camadas das lesbes de cérie. Concluiram que, em termos de composicdo de
amino&cidos, a segunda camada ndo apresentou destruicdo na sua estrutura.

No entanto, houve um pequeno decréscimo de ligagcOes intermoleculares dos aminoacidos, na
segunda camada, ao se comparar com a dentina saudavel. A primeira camada apresentou grande
destruicdo de colageno, alteragdo nas ligagdes intermoleculares e presencga de hexitolyzina, sacarideo
protéico relacionado ao metabolismo bacteriano. Uma das raz6es para que ocorra remineraliza¢do da
segunda camada, é devido a presenca de processos odontoblésticos ndo degenerados e auséncia de
bactérias. Nessa camada houve um decréscimo de interligacdes do coldgeno, como j& foi citado,
porém houve um aumento de precursores do colageno, em relacdo a camada saudavel. Tais mudangas
do colédgeno tendem a ser uma retrogressao da forma normal em uma forma prematura, que possui
um grande potencial regenerativo. Devido as caracteristicas supracitadas da segunda camada de
tecido cariado, a mesma tem a capacidade regenerativa, ndo devendo ser removida nos
procedimentos clinicos (KUBOKI et al., 1977).

Os estudos de Fusayama & Ohgushi (1975) e Kuboki et al. (1977) elucidaram a

histopatologia das les6es de céarie proporcionando um entendimento cientifico no seu tratamento.
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Consequentemente, as pesquisas na area de Odontologia vém avancando, buscando meios
alternativos que preservem ao maximo a estrutura dentinaria, como o da remoc¢ao quimico-mecanica.
Os procedimentos de instrumentos rotatdrios muitas vezes levam o profissional a remover estruturas
da dentina que teriam chances de sofrerem remineralizacdo. Com isso, a dentistica e a area de
matériais dentérios enfrentam constantes desafios na busca de produtos que ajam de forma seletiva
no tecido cariado, promovendo um tratamento, atraumatico, holistico e com intervengdo minima
(CEDERLUND et al., 1999; FURE et al., 2000; BANERJEE et al., 2000a; BANERJEE et al., 2000b;
MARAGAKIS et al, 2001; PORTO et al, 2001; SILVA et al., 2004; CORREA, 2006;

MAGALHAES et al., 2006; BARATA, 2007).

2.3 Remocdao quimico-mecéanica da cérie

Desde a década de 1970, os pesquisadores vém investigando substancias capazes de agir
quimicamente no tecido cariado. Utilizaram o hipoclorito de sédio a 5% para remover a matéria
orgénica dentinéria cariada, havendo remocéo do tecido cariado (HABIB et al., 1975; KUROSAKI et
al., 1977; SCHUTZBANK et al., 1978; GOLDMAN et al., 1987).

O hipoclorito era instavel e agressivo aos tecidos sadios, dessa forma incorporou-se
posteriormente a solucdo de Sorense, a qual continha uma mistura de hidroxido de sédio, cloreto de
sodio e glicina. Essa formulacdo inicial, denominada GK 101°, consistia de N-monocloroglicina
(NMG) e provou ser menos agressiva que o hipoclorito de sddio sozinho, tendo sida desenvolvida
por Habib et al. (1975).

O GK-101° foi primeiro produto patenteado com a proposta de remover quimica e
mecanicamente a cérie. Essa solucdo teria a capacidade de romper a organizacao fibrilar do colageno,

convertendo a hidroxiprolina, um aminoacido importante na estabilidade das fibras colagenas e o seu
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peptideo glicineo, em &cido carboxilico-2 e &cido carboxiglicinico, ocorrendo um fendmeno
denominado clorinagdo. A clorinagéo consiste no rompimento das ligages de Hidrogénio afetando a
estrutura secundaria e quaternéria do coldgeno (HABIB et al., 1975).

O teste inicial para avaliar a efetividade do NMG foi realizado por Kronman et al. (1977) em
colageno de tenddes bovinos. Observou-se que a solugdo causava diferentes niveis de degradagdo do
colageno.

Sequencialmente, o FDA aceitou comercialmente o Caridexo, também com o nome de GK-
101E°. Nesse produto o N-monocloroglicina, foi substituido pelo &cido-aminobutirico-3N-
monocloro-DL-2 (NMAB) (MARAGAKIS et al., 2001).

Segundo Kurosaki et al. (1977), Schutzbank et al. (1978), Goldman et al. (1987) o GK-101°
e 0 GK-101E° (Caridexo) a 37°C apresentavam a capacidade de remover a dentina cariada
satisfatoriamente quando comparados ao grupo controle (solucdo salina).

Roth et al. (1989) avaliaram a eficacia do Caridex° na remocéo de tecido cariado em trinta e
sete (37) dentes extraidos. O sistema Caridex® envolvia um aparato com um aparelho aquecedor,
para deixar o material na temperatura de 37°C, mais uma pe¢a de médo para a remocdo do tecido
cariado. O produto permanecia na cavidade por 30 segundos e em seguida o tecido cariado era
removido com uma pec¢a de mdo. Os elementos dentérios eram lavados com peroxido de Hidrogénio,
secos e macroscopicamente examinados. Os dentes foram fixados em formol a 10%,
longitudinalmente seccionados, e utilizado azul de toluidina para coloragdo. Foi realizado exame
histopatoldgico com microscopia 6ptica. Macroscopicamente, apenas dois elementos dentarios
(5,4%) estavam livres de carie e a andlise histologica demonstrou apenas 4 elementos (10,8%)
estavam sem cérie, mostrando haver diferenca entre as duas andlises. Baseando-se nesses dados,
concluiram que o sistema Caridex® ndo produzia os efeitos adequados e ndo havia remogéo quimico-

mecanica do tecido cariado suficiente.
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Em 1990, a empresa sueca Medi-Team langou um novo produto, o Carisolv®, um sistema
quimico-mecénico de remocao da carie com preserva¢do maxima do tecido dental sadio (PORTO, et
al., 2001; MEDI-TEAM, 2005). Foi desenvolvido a partir do Caridexo, porém dispensando o uso de
maquinas e aquecimento, utilizando-se em pequeno volume. Apresenta-se na forma de gel e foi
desenvolvido para ser usado com instrumentos ndo cortantes. O Carisolv® ¢ composto por dois geéis
a base de carboximetilcelulose: um gel vermelho contendo 0.1 M de aminoéacidos (acido glutamico,
leucina e lisina), NaCl, NaOH, eritrosina; e o segundo gel incolor contendo hipoclorito de sédio
(NaCl a 0,5%). Apo6s a mistura o gel resulta, quimicamente, na formacdo de outro produto, a
cloramina. A cloramina é composta pela combinagdo de hipoclorito de sddio e aminonitrogénio,
tornando o efeito do hipoclorito menos agressivo e mais prolongado (TONAMI et al., 2003). O gel é
preparado em duas partes iguais, levado a lesdo cariosa e deixado por 30 a 60 segundos e
posteriormente remove-se o tecido cariado com curetas sem corte. A solugdo tem um pH em torno de
11 e supbe-se que as diferentes cargas elétricas reajam diferentemente na dentina favorecendo o
processo de clorinacdo (BANERJEE et al., 2000b; PORTO et al., 2001; MEDI-TEAM, 2005).

O sistema Carisolv® ndo necessita de todo o aparato mecanico presente no Caridexo,
utilizam-se apenas curetas ndo cortantes, que fazem uma suave escavagdo na cavidade. De acordo
com o fabricante, o gel durante a escavagdo torna-se turvo devido a dentina dissolvida. A superficie é
considerada sem cérie quando o gel mostra-se claro (CEDERLUND et al., 1999). A maior diferenca
entre o sistema Caridex® e Carisolv® & que o é&cido aminobutirico foi substituido por trés
aminodcidos: acido glutamico, lisina e leucina (FURE et al., 2000).

Ericson et al. (1998) concluiram que os aminoacidos atenuam o efeito toxico do hipoclorito,
fazendo com que o Carisolv® aja de forma seletiva ndo alterando a dentina sadia e promovendo o

efeito da clorinagdo no colageno do tecido cariado.
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Cederlund et al. (1999) avaliaram in vitro a efetividade do Carisolv®. Foram utilizados dez
(10) elementos cariados extraidos (molares), devido a extensa presenca de caries, nove (9) dos dez
(10) elementos estavam com comprometimento pulpar. A solugéo do Carisolv® foi utilizada de
acordo com as instrucGes do fabricante. Apos a sua aplicacdo observaram que a superficie dentinaria
de todas as amostras estavam sem lesdo de carie. Na microscopia eletrénica de varredura observaram
a superficie dentinaria com aparéncia de “ondas”, recoberta por uma homogénea camada de smear
layer (lama dentinaria). Na microscopia Optica observaram infiltrado bacteriano discreto, em seis (6)
elementos dentarios, nos dentes com remogdo de carie.

Um estudo in vivo avaliou a eficiéncia, o tempo de remocéo da cérie e a aceitacdo do paciente
frente ao Carisolv®. Estipularam um estudo de grupo controle, contendo trinta e oito (38) pacientes
com um total de sessenta (60) lesGes cariosas radiculares primarias. Em trinta e quatro (34) lesbes
utilizou-se o Carisolv® e vinte e seis (26) a alta rotacdo para a remogéo do tecido cariado. As lesdes
incluidas nesse estudo eram primarias, radiculares, com pelo menos 2 mm de diametro, ndo
apresentavam envolvimento pulpar e nenhuma alteragdo patologica periapical de acordo com 0s
exames radiograficos. Das trinta e quatro (34) cavidades que receberam o tratamento com Carisolvo,
apenas quatro (4) solicitaram anestesia. No grupo de alta rotacgéo, seis (6) cavidades das vinte e seis
(26) solicitaram anestesia; doze (12) pacientes, do mesmo grupo, que ndo utilizaram anestesia
queixaram-se de algum tipo de dor durante a remogdo do tecido cariado. No entanto, as demais
cavidades do grupo do Carisolv® ndo relataram dor na remocdo do tecido cariado. Os elementos
dentarios envolvidos no estudo receberam um acompanhamento ap6s um ano, onde foram avaliados
0s seguintes critérios: responderam aos testes de vitalidade pulpar positivamente e apresentavam boa
adaptacdo das restauragdes. Os autores concluiram que as restauragdes apresentavam boas condicfes

clinicas ap6s um ano, tanto no método rotatério de remocgdo da carie, como no método quimico-
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mecanico com o Carisolv®. A maior aceitacdo do tratamento por parte dos pacientes foi no método
do Carisolv® (FURE et al., 2000).

O método de remogdo quimico-mecénica da carie mostrou ser o mais seletivo e preservador
da estrutura dentéaria, de acordo com Banerjee et al. (2000a). Foram avaliados in vitro dois critérios
importantes: a efetividade (remocdo adequada do tecido cariado) e eficiéncia (tempo) de cinco
metodos de remogdo do tecido cariado. As técnicas avaliadas foram: escavacdo mecéanica manual
(curetas), baixa rotagdo, jato de aluminio (alumina+hidroxiapatita), ultrassom e remocao quimico-
mecéanica (Carisolvo).

Para a avaliacdo do tecido dentinario cariado utilizaram a microscopia eletrénica de
varredura. Em termos de eficiéncia (tempo) foram classificados: 1°. baixa rotagdo; 2°. remocéo
manual; 3°. ultrassom; 4°. jato de aluminio e, por ultimo, o Carisolv® . Em termos de efetividade
(selecdo de remocdo adequada do tecido cariado), 0 método de remogao quimica mostrou ser o mais
efetivo devido a sua seletividade e adequacdo na formacdo do preparo cavitério, conforme a
microscopia eletronica de varredura. A baixa rotacdo tende a remover mais tecido que necessario, ja
0 ultrassom tende a ndo remover todo o tecido cariado necessario. Concluiram que, em termos de
qualidade do preparo e remocao adequada do tecido cariado 0 método quimico-mecénico é o mais
adequado (BANERJEE et al., 2000a).

Pinheiro et al. (2004) investigaram clinicamente e em microscopia eletronica de varredura, a
morfologia dentinaria ap6s a remocdo de tecido cariado, em molares deciduos, utilizando trés
métodos: alta e baixa rotacdo, tratamento restaurador atraumético (TRA) e remogdo quimico-
mecanica (Carisolvo). Cada grupo era formado por trés criancas com lesbes de cérie oclusal, sem
comprometimento pulpar. No grupo dos instrumentos rotatorios a remocdo foi repetida até que a
dentina ndo se apresentasse corada, apds evidenciacdo. A dentina remanescente foi esfarelada com

uma broca e coletada com cureta para posterior observacdo. No grupo do TRA, a dentina infectada
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foi removida com cinzéis e curetas afiados e, posteriormente, coletada com o auxilio de um aparelho
coletor (micropunch). No grupo do Carisolv® a dentina infectada foi removida de acordo com as
instrugdes do fabricante e a remanescente coletada com o micropunch. Observou-se que no grupo da
alta e baixa rotagdo a dentina remanescente apresentou uma coloragdo branca, firme, com
organizacdo de tubulos dentinarios e auséncia de contaminagdo bacteriana. No grupo do TRA
observou-se a preservagdo da dentina afetada com coloragdo marrom-escura, manutencdo dos
prolongamentos odontoblasticos, organizacdo dentinaria peritubular e intertubular, e pequena
contaminacgdo bacteriana. No grupo do Carisolv® houve manutencdo parcial da dentina afetada,
auséncia de prolongamentos odontoblasticos e pequena contaminacgdo bacteriana.

Com o intuito desenvolver um produto de custo inferior ao Carisolvo, em 2003, Silva et al.
(2005) testaram a citotoxidade in vitro do novo biomaterial, o Papacérieo' Foram avaliadas diferentes
concentragdes de papaina em culturas de fibroblastos (2, 4, 6, 8 e 10%) e concluiu-se que em
qualquer concentracdo da enzima o produto € biocompativel. Apds realizacdo da fase 1 de estudos in
vitro e resultados efetivos nesses testes, langaram uma formula devidamente aprovada pela ANVISA
e com patente nacional e internacional para ser utilizada na remog¢do quimico-mecénica da céarie. A
formula consiste de cloramina, papaina, azul de toluidina, sais, conservantes, espessante e veiculo
gsp (GUIA ODONTO, 2005).

A composicdo do produto visa a a¢do sinérgica da papaina e da cloramina no amolecimento
da porcdo necrosada do tecido cariado, facilitando a sua retirada e preservando a dentina sadia e a
camada dentinéria passivel de remineralicacdo. A papaina interage com o coldgeno parcialmente
degradado do tecido necrosado da lesdo da carie provocando um amolecimento adicional de tal
tecido. A acgdo proteolitica da-se apenas no tecido necrosado, pois tecidos sadios contém alfa-1 anti-
tripsina, uma antiprotease que impede a a¢do de enzimas proteoliticas (BUSSADORI et al., 2005;

SILVA et al., 2005).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Assim, a dentina ndo necrosada, com a possibilidade de regeneracdo, é preservada pelo
produto que atua somente nas fibras colagenas desnaturadas, seja pela acdo proteolitica da papaina, e

pela acéo da cloramina, onde ocorre a clorinacdo (SILVA et al., 2004; GUIA ODONTO, 2005).

N&o h& necessidade do uso de nenhum instrumento especial para a utilizacdo do produto: a
dentina amolecida é retirada por raspagem com cureta comum, sem corte, de maneira que apenas a
dentina amolecida e o gel sejam retirados e a dentina sadia seja preservada, sem ser cortada pelo

instrumento (GUIA ODONTO, 2005; BUSSADORI et al., 2005).

Supondo que o Papacérieo possa ter uma acao téxica na polpa, por meio de seu uso em
cavidades profundas e contato pulpar direto, Miyagi et al. (2004), avaliaram a citotoxidade do
produto em linhagem de fibroblastos pulpares humanos. As células foram submetidas ao contato
direto (meio de cultura), por meio de laminulas de vidro contento o produto. Para simular o contato
indireto, as células foram submetidas a agdo sobre o meio de cultura previamente condicionado pelo
Papacérieo' No contato direto o biomaterial apresentou citotoxidade por 50 segundos. No contato
indireto, ndo houve citotoxidade nas células cultivadas. Os autores enfatizaram a importancia de
outros estudos para identificacdo do componente do gel responsavel pela citotoxidade.

Bortoletto et al. (2004) avaliaram a capacidade antimicrobiana do Papacérieo, por técnica de
difusdo em &gar. Utilizaram cinco placas de Petri, de 20x100mm contendo 15 mL de meio de cultura
BHI-4agar acrescidos de 300 mL de suspensdo de Streptococcus mutans previamente cultivados a
37°C por 24 horas por microanaerofilia, com turvacdo semelhante ao nimero 3 da escala de Mac
Farland. Em cada placa foram confeccionados seis po¢os removendo-se o meio de cultura BHI-agar,
com canudos plasticos. Inseriu-se o Papacarieo alternadamente com clorexidina a 1% (controle
positivo) com seringas de insulina até o preenchimento do poco. As placas foram mantidas em

temperatura ambiente por duas horas, para pré-difusdo do material, que foi posteriormente incubado
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por 24 horas a 37°C. O halo de inibicdo foi medido com paquimetro digital. Constatou-se que no
biomaterial ndo houve presenca de halo inibitdrio e o controle positivo apresentou uma media de
9,75mm. Concluiram que, embora haja na sua composicdo material bactericida, o Papacarieo néo
apresentou in vitro atividade antimicrobiana para o S. mutans, porém este resultado ndo é
considerado um aspecto negativo do produto, pois a sua aplicabilidade é relativa a remo¢do quimico-
mecanica do tecido cariado.

A aceitabilidade e o efeito do Papacérieo foram avaliados em um estudo em humanos. Foram
realizados duzentos e setenta (270) procedimentos, dos quais noventa e dois (92) contemplaram a
aplicacdo do gel sem anestesia local. Observaram a fécil utilizacdo do produto pelos profissionais e a
grande acessibilidade pelos pacientes. Concluiram que a técnica apresenta resultados positivos,
promovendo a melhoria da qualidade de vida da populagdo de forma simples e econdmica,
favorecendo regides distantes dos centros urbanos desprovidas de recursos tecnolégicos (MOTTA et.
al, 2004).

Goldberg & Keil (1989) investigaram a remogao da dentina cariada por enzimas bacterianas.
Conseguiram com sucesso remover o tecido cariado dentindrio usando enzimas da bactéria
Achromobacter colagenase, a qual ndo afetou a camada saudavel da dentina. Porém, ndo foram
encontraram estudos posteriores utilizando tal metodologia.

Em 1996, utilizou-se a enzima pronase, uma enzima proteolitica ndo especifica originaria do
Streptomyces griseus, para remoc¢do do tecido cariado. Contudo, a sua efetividade na remoc¢do do
tecido cariado ndo foi comprovada, sendo necesséarios novos estudos para validacdo dessa técnica
(BANERJEE et al., 2000D).

2.4 Remocdo mecéanica da carie
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O alto custo de um tratamento odontoldgico representa um desafio a Odontologia moderna.
Baseando-se nesses paradigmas surgiu o Tratamento Restaurador Atraumatico (TRA), visando a
remocdo manual (mecéanica) do tecido cariado com curetas ou cinzéis com corte e posterior
fechamento da cavidade com material restaurador, como o cimento ion6mero de vidro (FRENCKEN

et al., 1996; FRENCKEN et al., 1997).

O TRA foi idealizado, inicialmente, para ser aplicado em campos de refugiados, em paises
subdesenvolvidos, onde a exodontia seria a Unica opcdo de tratamento. Caracteriza-se pelo baixo
custo, pode ser realizado em locais sem energia elétrica, pois dispensa a utilizagdo de motores de alta
e baixa rotacdo (FRENCKEN et al., 1997, BAIA; SALGUEIRO, 2000; SAKAMOTO; MIOMAZ,
2001; MANDARI et al., 2003).

A técnica vem apresentando resultados clinicos satisfatorios em varios paises, inclusive no
Brasil e sua aplicacdo estende-se, atualmente, aos consultorios odontoldgicos particulares e na rede
publica por seu carater atraumatico (PHANTUMVANIT et al., 1996; FRENCKEN et al., 1996;
RAMOS et al., 2001; VONO et al., 2003; BARATA, 2007).

O TRA se enquadra perfeitamente no conceito atual de tratamento odontoldgico, que se
baseia na prevencdo e interceptacdo precoce do processo de carie através do uso do fluoreto nas suas
diferentes formas, e, quando necessario, em uma intervencdo 0 mais conservadora possivel,
preservando mais estrutura dentaria sadia (CEFALY et al., 2005; PORDEUS et al., 2006).

O inconveniente do TRA refere-se a fadiga muscular causada pela tensdo muscular durante a
curetagem dentinaria, levando muitas vezes a remocdo ineficaz, podendo ser deixado tecido infectado
cariado na cavidade. Pode-se observar essa situacao, no setor publico, onde a demanda de pacientes é

muito grande, dificultando a aplicacdo do TRA com eficAcia (AMERONGEN, 1996).

2.5 Carboximetilcelulose
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A formulacdo farmacéutica gel é largamente utilizada em produtos topicos ou cosméticos,
devido a sua capacidade de absor¢do de dgua. O carboximetilcelulose de s6dio (CMC) € um polimero
anibnico, derivado de celulose, solivel em &gua. Na industria farmacéutica pode ser utilizado em
xaropes, suspensdes, comprimidos, cremes e pomadas. Suas func¢des sdo a de agente de suspenséo,
agente estabilizante, espessante, formador de filme; promovendo a emulsdo dos componentes.
Fisiologicamente inerte, sem valor calorifico e apresenta compatibilidade com a glicerina. O CMC
pode ser usado em: creme dental, gel e lo¢Bes. A estrutura quimica do CMC é caracterizada por ser

um polimero derivado da celulose, obtido pela seguinte reacéao:

As figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, as estruturas da celulose e do CMC.

CH t(}H CH zGH
CH:QOH CH z(}H

Figura 1 — Estrutura da celulose, destacando-se a unidade de anidroglucose.
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Figura 2 - Estrutura idealizada do CMC.

Observando-se as estruturas da celulose e do CMC verifica-se que o CMC ¢é obtido pela
substituicdo dos Hidrogénios das hidroxilas da celulose por grupos carboximetil (CICH,COO'NA").
O numero médio de hidroxilas substituidas por unidade de anidroglucose é denominado Grau de
Substituicdo (DS). Nesse caso, a figura 2 representa um CMC com DS 1,00. Considerando outro
exemplo, se o DS de determinado CMC ¢ 0,7 isso significa que temos, em média, sete grupos
carboximetil por dez unidades de anidroglucose (DENVERCOTIA, 2005).

O CMC de grau purificado apresenta-se como um p6 branco levemente amarelado,
higroscépico, inodoro, insipido e ndo toxico. E facilmente solubilizado em &gua e sua solugdo é
incolor, podendo em fungdo do tipo apresentar um certo nivel de turbidez. O pH da solugéo situa-se
na faixa de 6,5 a 8,5. Tais caracteristicas tornam esse composto ideal para a elaboracdo de um
fitoterapico na forma de gel (PAES, 2004; ALENCASTRE et al., 2006).

O CMC foi o veiculo escolhido para ser incorporado ao extrato liofilizado de bromelina,

devido as caracteristicas supracitadas e os estudos demonstrarem a sua utilizacdo no Carisolv® e

Papacérie® (BANERJEE et al., 2000b; GUIA ODONTO , 2005).

2.6 Bromelina

Enzimas sdo moléculas organicas presentes nas células de organismos vivos com a funcao
especifica de catalisar reacfes quimicas (FERREIRA, 2007). A bromelina é uma enzima proteolitica
presente na polpa, talo, caule, casca, coroa e folhas do abacaxizeiro Ananas cosmosus (L) Merril.
Planta pertencente a familia botanica Bromeliaceae, que compreende aproximadamente 46 géneros e

cerca de 1.700 espécies de plantas herbaceas, epifitas e terrestres. O fruto, parte comestivel e
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comercializavel, representa apenas 22,5% do abacaxizeiro, sendo 77,5%, restantes compostos por
folhas, caules, raizes consideradas residuos agricolas. Tais residuos agricolas possuem uma
composicdo quimica rica, destacando-se em altos teores de amido, proteina e enzimas proteoliticas
(bromelina). A bromelina é encontrada em todas as partes do abacaxizeiro e também em varias
espécies da familia Bromeliaceae (P1ZA et al., 2002).

O Brasil tem uma grande producdo de abacaxi, com mais de 700 mil toneladas anuais,
perdendo no inicio dos anos noventa (90) para os paises da Asia. As principais plantacdes brasileiras
encontram-se nos estados da Paraiba, Minas Gerais e Sdo Paulo. Apesar de manter uma area de
cultivo bem maior que a dos outros produtores, o Brasil ndo detém totalmente as técnicas que
permitem a alta produtividade dos abacaxizais asidticos. Basicamente, no Brasil sdo cultivadas as
variedades tipo Pérola, Smooth Cayenne e Havaiana (WIKIPEDIA, 2008).

No estado do Amazonas o fruto € cultivado durante todo o ano sendo o municipio de
Itacoatiara, em especial Novo Remanso (BR-010, Km 165), a maior produtividade de todo o Estado.
O municipio produziu 24.600 frutos com uma area plantada de 1.600,00 (ha) no periodo de janeiro a
julho de 2006. No total, no estado do Amazonas existem 5.890 produtores, com 4.999,75 (ha) de
area plantada, com uma producéo de 46.430,00 frutos dentro do periodo citado (IDAM, 2006).

O perfil do mercado externo brasileiro de enzimas entre os anos de 1998 a 2005 foi tragado
por meio da analise de dados relativos aos produtos com o cédigo NMC (Nomenclatura Comum do
MERCOSUL). A cada enzima ou produto que contém enzimas corresponde um cédigo NCM,
especifico de oito digitos, a numeracdo da bromelina ¢ 3507.90.22. No ano de 2005, o Brasil
importou 21.848,00 de dolares (U$) de bromelina e no mesmo ano ndo houve exportacdo (BON et
al., 2008).

A bromelina tem apresentado inimeras aplicaces na industria de alimentos: no amaciamento

de carnes, fabricacdo de pdes e biscoitos, clarificagdo de cerveja, refinacdo de Oleos e gorduras,
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curticdo de couro entre outras (FREIMAN; SABAA-SRUR, 1996; FREIMAN; SABBA-SRUR,
1999; PIZA et al., 2002; CESAR, 2005; CAMPOS, 2007).

Na Medicina e na industria farmacéutica sdo inumeras as aplicacBes. A bromelina tem
demonstrado ter um potente efeito anti-inflamatorio, acdo mucolitica em queimaduras, efeito na
solubilizacdo de mucos, sendo ja utilizado no Brasil na forma de um xarope fitoterdpico com efeito
mucolitico (VENTURA et al., 2006). E um potente anti-agregante plaquetario, estimulador
imunolégico e promove o aumento de absor¢do de outras drogas. Estudos in vitro demonstram uma
acdo anticancerigena e acdo fibrinolitica entre outras (KELLY, 1996; MAURER, 2001; HALE et al.,
2005).

A bromelina é uma protease do tipo cisteina, € uma proteina acida oligossacaridea composta
por moléculas ligadas covalentemente na cadeia peptidica, apresentando peso molecular de
aproximadamente 35.000 daltons. Possui um grupo sulfidrila reativo que é essencial a sua atividade
catalitica (VENTURA et al., 2006).

O seu mecanismo de agdo proteolitica é baseado na hidrolise de proteinas em oligopeptideos e
aminoacidos. As proteases clivam as ligacdes peptidicas por ataque nucleofilico. Quando a sua
fracdo proteolitica é purificada e extraida o resultado é uma potente atividade proteolitica in vitro.
Oito subfragdes proteoliticas da bromelina do talo foram detectadas. As duas maiores foram F4 e F5
e a mais ativa foi a F9, a qual compde 2% do total das proteinas. E estimado que 50% das proteinas
em F4 e F5 sdo glicosiladas e a F9 é ndo glicolisada, o que teoricamente justificaria seu maior
potencial proteolitico. O pH 6timo de F4 e F5 é entre 4.0 e 4.5 e 0 de F9 é pr6ximo ao neutro. O
extrato completo de bromelina mostra atividade de pH 4,5 a 9,8 (KELLY, 1996). Além da bromelina,
existem duas proteases do tipo cisteina no talo do abacaxizeiro: a ananina e a cosmosina, porém a

protease em maior quantidade consiste na bromelina (ROWAN et al., 1990).
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Atualmente, a bromelina comercial é obtida tanto do fruto como de outras partes do
abacaxizeiro, é preparada pela centrifugacdo do extrato, ultrafiltracdo e liofilizacdo. O processo
resulta em um pd amarelo, cuja atividade enzimética pode ser determinada em diferentes substratos
como a caseina, gelatina ou tripeptideos cromogénicos. Em solucéo aquosa a bromelina rapidamente
se deteriora por autodigestdo (MAURER, 2001).

Com o avanco da area de enzimologia, surgiram varias técnicas de extracdes de enzimas. As
técnicas baseiam-se, principalmente, no poder de precipitacdo das substancias aloumindides por sais
e solventes organicos como o sulfato de amdnio, alcool etilico, metanol, isopropanol e acetona. A
acetona é o precipitante mais conveniente na preparacdo industrial, pois a mesma é recuperada,
destilando-se o sobrenadante resultante da centrifugacdo (FREIMAN, 2001).

Greenberg & Winnick (1940) precipitaram a bromelina do suco de abacaxi filtrado pela
adicdo de cloreto de sodio, sulfato de amdnio, acetona e alcool, no entanto esse processo foi
considerado dispendioso na época, pelo elevado custo de recuperacdo dos agentes de precipitacdo e
baixo rendimento de bromelina.

Rojahn & Giral (1942) realizaram uma associacdo de dois agentes precipitantes, o sulfato de
amonio e a acetona, adicionando nessa mistura, para evitar a oxidacdo da enzima e a0 mesmo tempo
ativa-la, o cianeto de sddio durante a operacao de extracéo.

Omar et al. (1978) promoveram a obtencdo da enzima extraida da polpa da fruta prensada e
filtrada em gaze de algod&o, pela adi¢do de sulfato de amonio até a saturacéo, apds ajustar o pH do
extrato para 6.0. A purificagdo parcial foi conduzida pela dissolu¢do da enzima bruta em cianeto de
sodio e nova precipitacdo foi feita, primeiramente pelo uso de sulfato de amdnio e completada com
acetona. O precipitado foi lavado com acetona e desidratado sob vacuo. Para a enzima do talo do
abacaxi, os autores primeiramente obtiveram o extrato por prensagem e filtragcdo, por meio de gaze

de algoddo, e posteriormente, foi adicionada acetona ao extrato e o precipitado formado foi
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descartado. Em seguida, a acetona foi novamente adicionada ao sobrenadante, precipitando a fracéo
principal da enzima que foi coletada por centrifugacdo. A enzima foi lavada com acetona e dietil-éter
e desidratada a vacuo.

Dev & Ingle (1982), na india, patentearam um processo de extracdo de bromelina a partir de
frutos, com o auxilio de solucdo dibésica de fosfato de sodio ou potassio ou solugdo tampéo de
fosfato de potéssio, pH 5,5-7,5, seguida pela precipitacdo com alcool etilico, acetona ou n-butanol a
temperatura de 5-15°C e secagem por presséo reduzida.

Lima & Romanelli (1977) estudaram os principais ativadores e os inibidores da enzima, a
faixa de estabilidade quanto ao pH e a temperatura da bromelina obtida do fruto e do caule do
abacaxi. Os principais ativadores sdo a L-cisteina, com um aumento de 30% da atividade com
concentracdo de 10mM e o EDTA com apenas 7,5%. A bromelina € uma enzima que possui grupos—
SH no centro ativo, sendo, portanto, inibida por compostos que reagem com esses grupos e por
metais pesados. Os inibidores empregados foram: o cloreto de mercurio, acido 5-5 ditiobis-2-
nitrobenzoico, &cido iodoacético e acido sorbico. O cloreto de mercdrio mostrou ser o inibidor mais
eficiente da atividade proteolitica. Quanto a estabilidade térmica, a 25°C a bromelina mostrou ser
estavel durante 1 hora, ao passo que a 60°C sua meia vida foi de 15 minutos. A temperatura 6tima de
atividade da enzima é de 50°C.

Freiman & Sabaa-Srur (1999) determinaram o padrdo de aminoacidos de bromelinas extraidas
das vérias partes do abacaxizeiro (casca, folha, caule, coroa e polpa), com duas precipitacdes
subseqlentes, utilizando-se como agente precipitante, o etanol p.a. O processo utilizado possibilitou
obter dentre as varias partes da planta estudada, o maior teor de proteinas para a bromelina da coroa
(23,26%), na 1.% precipitacdo quando comparada com a bromelina comercial (45%), com diferenca

significativa entre as duas extracoes.
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Em vérios aspectos a producdo de bromelina, a partir das partes ndo comestiveis do abacaxi,
poderia ser um exemplo classico de um subproduto ideal. O pico de coleta dos residuos ocorre
quando a colheita do fruto ja esta geralmente reduzida. Assim, parte do pessoal e equipamento
destinado ao transporte da fruta poderia também ser utilizado no transporte dos residuos
agroindustriais, otimizando o uso da médo de obra para a reducdo dos custos. As plantagcdes de
abacaxi sdo culturas altamente padronizadas que se desenvolvem em areas sujeitas as variacdes
climaticas minimas. Para o comprador dessa enzima, tal dado é muito importante, pois assegura um

fornecimento constante e uniforme da enzima a um custo relativamente estavel (PARK, 2001).

2.7 Liofilizacéo

O processo de liofilizacdo € o ideal para preservacdo da atividade proteolitica da bromelina
(LIMA; ROMANELLLI, 1977). Por ser uma protease de origem vegetal, a mesma sofre autodigestao
perdendo sua atividade proteolitica. A liofilizacdo evita a autodigestdo, devido & diminuicdo do
indice de agua na enzima. O resultado é um p6 branco ou amarelo conservando as caracteristicas
citadas (MAURER, 2001).

A liofilizacdo é um processo de desidratagdo usado tipicamente para preservar um material
perecivel ou tornar o material mais conveniente para o transporte, pois congela o material reduzindo
a pressdo circunvizinha permitindo que a agua congelada sublime diretamente da fase liquida ao gas.
O indice de &gua extremamente reduzido inibe a acdo dos microorganismos e de outras enzimas que
normalmente estragam ou degradam a substancia. Se uma substéancia desidratada por tal processo for
selada para impedir a reabsor¢éo da umidade, ela pode ser armazenada na temperatura ambiente sem
refrigeracéo, e estara protegida da degradacio por muitos anos (GUERRA et al., 2004; ASSUNCAO

DA SILVA, 2006).
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As solugdes liquidas desidratadas por esse processo podem ser reidratadas (reconstituidas)
muito mais rapidamente e facilmente porque deixam poros microscépicos no pé resultante. Os poros
sdo criados pelos cristais de gelo que sublimaram, deixando aberturas ou poros em seu lugar. 1sso é
especialmente importante quando o uso é farmacéutico. A liofilizacdo aumenta também a vida dtil

das drogas por muitos anos (GARCIA et al.,2007).

3. METODOLOGIA

3.1 Modelo de Estudo

Delineamento: estipulou-se um estudo prospectivo, primario, experimental, com

delineamento do tipo farmacoldgico pré-clinico.

3.2 Obtencéo e Extracédo da Bromelina

3.2.1 Matéria prima

Foram utilizadas partes do abacaxizeiro (cascas), aproximadamente 3 kg do tipo Perola, A.

Ccomaosus .

3.2.2 Coleta das partes do abacaxizeiro



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Os abacaxis foram adquiridos em uma plantacdo no municipio de Novo Remanso (Am),
Km 174 da Br- 010 (Manaus-Itacoatiara). As cascas do abacaxizeiro foram provenientes sempre
do mesmo lote semanal. Os frutos foram lavados, descascados e as cascas congeladas em freezer

a— 18°C, por 24 horas (figura 3) (FREIMAN; SABBA-SRUR, 1996).

3.2.3 Processo de extragdo da enzima

O método utilizado foi o descrito por Freiman & Sabaa-Srur (1996). No primeiro dia, as
cascas congeladas foram centrifugadas, sequencialmente o extrato bruto foi filtrado e incorporado
a solucdo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7.0, na propor¢do 1:1 a 4°C (figuras 4 a 10). A solucdo obtida
foi centrifugada a 3.500 rpm, durante 20 minutos a 4°C, obtendo-se assim um precipitado, que foi
desprezado, e um sobrenadante (figura 11). Adicionou-se sobrenadante alcool etilico comercial a
96% a 10°C na proporgéo de 1:1, ficando em repouso por 24 horas em geladeira a 10°C (figura
12). No 2° dia, foi centrifugado a 3.500 rpm a 4°C por 20 minutos obtendo-se o 1.° Precipitado
(figuras 13 e 14). Ao sobrenadante dessa centrifugacdo, foi adicionado &lcool etilico a 96% na
proporcdo 1:1 permanecendo em repouso por 24 horas em geladeira a 10°C (figura 15). No 3° dia
foi centrifugado a 3.500 rpm a 4°C por 20 minutos obtendo-se o 2.° Precipitado que foi

armazenado em temperatura -10°C para ser liofilizado posteriormente (figuras 16 a 18).

3.2.4 Liofilizagdo do Extrato de Bromelina

O processo de liofilizacdo foi realizado no laboratério da Engenharia de Pesca da

Universidade Federal do Amazonas. Utilizou-se o aparelho da marca Terroni, modelo 3000
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(Figura 19). O extrato liofilizado apresentou um aspecto de um pé granulado branco (Figura 20).

Foi armazenado em placa de Petri estéril acondicionada em papel filme em refrigerador a 0°C

(LIMA; ROMANELLLI, 1977; FREIMAN; SABAA-SRUR, 1996; MAURER, 2001).

Figura 3 — Cascas do abacaxi congeladas Figura 4 — Centrifuga caseira “Fun
por 24 horas. kitchen”.

MODELO: CL-003ASG

120V-60HZS, 250W

NAO O COLOQUE NA
SERIAL N(),V070|0202’

Figura 5 — Modelo Centrifuga. Figura 6 — Centrifugacédo das Cascas (1.°
dia).
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Figura 9 — Filtracéo. Figura 10 — Solugdo Tampéo-fosfato +
Extrato Bruto (1:1).

Figura 11— Precipitado desprezado. Figura 12 — Sobrenadante + alcool etilico
96% na proporgao (1:1) com 24 horas de
repouso a 10°C.
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Figura 15— Sobrenadante + lcool etilico Figura 16— Centrifugagéo 3.° dia.
a 96% (1:1), por 24 horas (2.° para 0 3.°
dia).

Figura 17 — 2.° Precipitado. Figura 18- 2.° Precipitado em placa de
Petri.

Figura 19 — Liofilizagdo do 2.° Figura 20 — Liofilizagdo do 2.°
precipitado. precipitado.
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3.3 Atividade colagenolitica em meio solido

Para determinacdo da atividade proteolitica foi utilizado o colédgeno solivel como
substrato. Nessa analise qualitativa o meio de cultura agar-coladgeno-leite (apéndice C) foi
distribuido em placas de Petri de 15mm/100mm, formando uma camada de aproximadamente
4mm em camara de fluxo laminar. Apés solidificacdo a temperatura ambiente, as placas foram
armazenadas sob refrigeracéo (4°C), por uma hora. Na superficie do &gar solidificado foram feitos
orificios, com um tubo perfurador de rolha com 8 mm de diametro. Cada orificio foi preenchido
com 100pL do extrato enzimético formando pogos (cup-plates) e incubado a 37°C durante 18
horas. Para evitar a evaporacdo do filtrado da cultura, as placas foram protegidas com papel
aluminio durante a permanéncia em estufa microbiolégica (TEIXEIRA et al., 1996; NEVES,
2004).

Teixeira et al. (1996) e Neves (2004) classificaram a atividade colagenolitica de acordo
com o didmetro do halo em milimetros formado ao redor do po¢o medindo-se pelo reverso da

placa de Petri com pagquimetro, conforme a tabela 1:

Atividade colagenolitica Classificacao do Halo Diédmetro do Halo (mm)
Zero () Sem formacé&o de halo
Baixa atividade (+) 10-14 mm

Moderada atividade (++) 15-20 mm

Alta atividade (+++) >20 mm

Tabela 1: Classificagdo da atividade colagenolitica dos extratos liofilizados de bromelina pela medicéo do
didmetro do halo.
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A escolha da metodologia foi em virtude da presenca do coldgeno na composic¢éo quimica
da matriz organica da dentina (TORNECK, 2001; PECORA, 2008). Como ndo foi encontrado na
literatura nenhum método quantitativo utilizando o colageno como substrato, optou-se pela
determinacdo qualitativa de proteases pelo método de “cup-plate” descrito por Teixeira et al.

(1996) e Neves (2004).
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3.4 Determinacéo da atividade proteolitica
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Para avaliacdo da atividade protelolitica foi aplicado um método quantitativo. O método
proposto por de Kunitz (1947) no qual a caseina foi utilizada como substrato. A caseina foi
dissolvida a 1% em solucgdo tampdo acetato 0,1M pH 6,0. A cada 1mL de solugéo de bromelina (1,
2 e 3%) foi adicionado 2 mL de caseina. Em seguida, as solu¢Ges foram incubadas a 35°C por 10
minutos, a reacdo foi paralizada com 5 mL de &cido TCA em cada solugcdo, em seguida sofreram
banho de gelo por 5 minutos, foram filtradas em papel Whatman n°. 41 e finalmente foi feita a
leitura em espectofotbmetro

Os peptideos soluveis foram detectados por leitura de absorbancia a 280 nm. Uma unidade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima que causa um aumento de 0,001 unidade de
absorbancia por minuto e por mL da enzima (LIMA; ROMANELLI, 1977; FREIMAN; SABAA-

SRUR, 1996).

3.5 Determinacao do teor de proteina presente no extrato liofilizado de bromelina.

O teor de proteina presente nas amostras de extrato liofilizado de bromelina foi

determinado pelo método de LOWRY (Lowry et al., 1951).

3.6 Formulacao do gel a base de carboximetilcelulose (CMC)

Foram testadas trés concentragdes do gel de CMC, contendo bromelina liofilizada.
O gel foi preparado na concentragédo previamente padronizada de 3% de CMC, em lote

unico de 100g, conforme a formula a seguir:
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Metilparabeno ................... 0,1%
Propilparabeno................... 0,1%
Glicerina.......ccccovevevvennene 5%

Agua destilada.................. 100%

Foram utilizados o0s conservantes preconizados pela Farmacopéia Brasileira (1988), o

metilparabeno e o propilparabeno. A glicerina foi utilizada como adjuvante.

3.7 Preparacgéo do Gel de Bromelina

Foram testadas as concentragdes de CMC a 1, 2 e 3 % introduzindo-se o gel sem a enzima
na cavidade cariada com uma seringa de 3mL, com o objetivo de constatar a melhor consisténcia
do gel dentro da cavidade dentaria. O gel de CMC a 3% apresentou boa estabilidade na cavidade,
as concentracdes de 1 e 2% apresentaram alta fluidez escoando exageradamente para fora da
cavidade dentéria.

A bromelina liofilizada foi incorporada ao gel de CMC (3%) imediatamente antes da
aplicacdo do gel nos dentes cariados extraidos, objetivando avaliar a agdo proteolitica imediata da
enzima. As formulagGes apresentam as concentracdes de 1, 2 e 3% do extrato liofilizado de

bromelina.

3.8 Consideragdes Eticas

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Amazonas, seguindo as recomendagOes da Res. CNS 196/96 e complementares (anexo

B). Foi solicitada a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visto que os dentes
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utilizados nesse projeto sdo produtos de descarte e estdo sob a responsabilidade do diretor da

instituicdo (anexo A).

3.9 Padronizacdo dos elementos dentarios envolvidos na analise histopatoldgica.

Foram escolhidos quinze (15) molares permanentes com indicacdo clinica prévia de
exodontia, tratando-se de produtos de descarte (CEDERLUND et al., 1999; TONAMI et al,,
2003).

Critérios de Inclusdo: molares permanentes com dentina cariada profunda comprometendo
a face oclusal, podendo extender-se as faces mesiais, distais, vestibulares e linguais, com ou sem
envolvimento endodontico (CEDERLUND et al., 1999). Os critérios foram confirmados por
avaliagdo radiogréfica digital (RVG Throphi) através da técnica do paralelismo (apéndice A)
(ENNIS, 1960).

Critérios de excluséo: restos radiculares, dentes deciduos e demais elementos dentarios que
ndo sejam molares permanentes. Também foram excluidos elementos dentarios com pélipo pulpar.

Grupo Controle: cada dente foi seccionado ao meio, no sentido proximal. Os lados mesiais
dos molares inferiores e vestibulares dos molares superiores receberam o gel de bromelina, com a
nomenclatura de lado A. Os lados distais dos molares inferiores e palatinos dos superiores

receberam o gel de CMC sem a enzima, grupo controle, com a nomenclatura de lado B.

3.10 Procedéncia dos dentes
Os dentes extraidos foram fornecidos pelo Ambulatério Odontol6gico do SESI (Servico

Social da Industria).
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3.11 Selegéo e Acondiconamento dos Dentes

Apos a extracdo os dentes foram lavados em &agua corrente para remocdo de restos
orgénicos (como sangue, saliva e ligamento periodontal). Em seguida, foram armazenados
individualmente em copos descartaveis imersos em solugdo de cloreto de sodio a 0.9%, em
refrigerador a - 5°C (IMPARATO, 1999; FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE
ARARAQUARA, 2008). Evitou-se utilizacdo de produtos como o hipoclorito de sodio e peroxido
de hidrogénio. Os dentes, por estarem contaminados, foram sempre manipulados por profissionais

com EPIS (equipamentos de protegéo individual).

3.12 Teste do gel de bromelina nos grupos de molares permanentes

Os quinze molares foram divididos em trés grupos de cinco: grupo 1 (G1) recebeu o gel a
1% com o extrato liofilizado de bromelina, grupo 2 (G2) recebeu o gel a 2% e grupo 3 (G3)
recebeu o gel a 3%. Cada dente recebeu um n°. de amostra, por exemplo, no grupo 1 (G1) os
dentes foram enumerados de 1-5, no grupo 2 (G2) de 6-10 e no grupo 3 de 11-15, de acordo com a

tabela 2:
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Grupos | N°, de | N°.do
amostra | dente
1 16
2 47
Gl 3 46
(1%) |4 36
5 37
6 16
7 17
G2 8 37
(2%) |9 38
10 18
11 38
12 16
G3 13 47
(3%) |14 26
15 17

Tabela 2: Distribuicdo dos grupos, das amostras e numeracao dos elementos dentérios.

Cada grupo foi posicionado em um troquel de gesso com 17 cm de comprimento e 8,5 cm
de largura, com 2/3 das raizes imersas no gesso. Em seguida, os dentes foram seccionados ao
meio com disco flexivel diamantado marca KG, em peca de mado com refrigeracéo.

Os molares inferiores foram seccionados, longitudinalmente, no sentido vestibulo-lingual e
0s molares superiores no sentido mesio-distal, acompanhando a anatomia radicular (figura 21).

Os géis, nas concentracdes 1, 2 e 3% e o controle, foram manipulados para incorporacdo da
enzima (figura 22 a 24), colocados em quatro seringas distintas de 3mL identificadas por cores, em
um estudo mono cego.

Aplicou-se o gel do extrato liofilizado de bromelina a 1, 2 e 3% nos lados A de cada grupo
(G1, G2 e G3), respectivamente por 60 segundos, e sequencialmente removeu-se o tecido cariado
com cureta sem corte da marca Duflex n° 2, repetindo-se o procedimento por trés vezes
consecutivas ( MEDI-TEAM, 2005). Nos lados B de cada grupo (G1, G2 e G3) aplicou-se o gel

sem o extrato de bromelina utilizando o método citado, por um tnico operador (figuras 25 a 32).
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Estipulou-se que cada grupo receberia uma numeragdo conforme a concentragéo do gel de
bromelina, por exemplo:

Grupo 1 (lado A): lados mesiais de molares inferiores e/ou vestibulares dos molares
superiores que receberam o gel de bromelina a 1%.

Grupo 2 (lado A): lados mesiais de molares inferiores e/ou vestibulares dos molares
superiores que receberam o gel de bromelina a 2%.

Grupo 3 (lado A): lados mesiais de molares inferiores e/ou vestibulares dos molares
superiores que receberam o gel de bromelina a 3%.

Grupo 1 (lado B): lados distais de molares inferiores e/ou palatinos dos molares
superiores, cada uma correspondente ao seu respectivo elemento dentério do grupo 1 (lado A),

receberam o gel de CMC sem bromelina.

Grupo 2 (lado B) : lados distais de molares inferiores e/ou palatinos dos molares
superiores, cada uma correspondente ao seu respectivo elemento dentério do grupo 2 (lado A),

receberam o gel de CMC sem bromelina.

Grupo 3 (lado B) : lados distais de molares inferiores e/ou palatinos dos molares
superiores, cada uma correspondente ao seu respectivo elemento dentério do grupo 3 (lado A),

receberam o gel de CMC sem bromelina.

Todos os grupos foram submetidos a andlise histopatologica em microscopia Optica
corados por hematoxilina e eosina para avaliagdo da efetividade do gel (CEDERLUND et al.,

1999; YIP et al., 1999).
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Figura 22 — Manipulacdo do gel de
bromelina a 1%.

Figura 23 — Manipulagéo do gel de Figura 24 — Manipulagéo do gel de
bromelina a 2%. bromelina a 3%.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Figura 25 - Curetagem apos a aplicacdo Figura 26 - Remocéo do tecido cariado.
do gel a 1%.

Figura 27 — Remocé&o do tecido cariado, Figura 28 - Curetagem com o gel sem
apos as aplicagdes do gel a 1%. bromelina (controle).

Figura 29 — Pouca remogé&o de tecido Figura 30 - Comparacéo dos lados (A e
cariado. B).
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B A
Figura 31 — Aplicacédo do gel com 2 % Figura 32 — Lado que recebeu o gel
de bromelina. controle (B) e lado que recebeu o gel a

2% de bromelina (A).

3.13 Analise Histopatoldgica dos dentes

Os 15 (quinze) elementos dentéarios envolvidos no trabalho passaram pelo processo de
descalcificagdo, por 30 dias em uma solucdo de citrato de sédio a 20% e acido formico a 30%, em
suspensdo em gaze, sendo trocados por uma nova solucdo idéntica a cada 24 horas (MORSE,
1945). Em seguida, os dentes foram lavados em &gua corrente por 24h, desidratados e
diafinizados. Os elementos dentarios foram emblocados em parafina. Os blocos foram cortados em
micrétomo em sentido longitudinal com 5 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina
(apéndice B) . Foram obtidos cinco (5) cortes histologicos de cada lado do dente (A e B),
totalizando vinte e cinco (25) cortes do lado A e vinte e cinco cortes do lado B, nos grupos (1, 2 e
3).

Foi realizada uma analise histopatoldgica qualitativa através da comparagdo dos lados A
(gel com o extrato enzimatico) e B (controle). Avaliou-se estatisticamente, o remanescente
dentinério pela presenca de lesdo (PL), onde ndo houve remocdo da carie, e auséncia de lesdo

(AL), onde houve remocéo de cérie.
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Na auséncia de lesdo (AL) observou-se tecido dentinario higido representado por
prolongamentos odontoblasticos regulares e eosindfilos (figuras 33 e 34). Considerou-se também
como auséncia de lesdo (AL) areas com discretas linhas basofilas de permeio (Figuras 35 e 36).

Na presenca de lesdo (PL) observou-se infiltrado bacteriano basofilico, representado por
areas basofilicas de aspecto granuloso e prolongamentos odontoblasticos espessos (figuras 37 a

42).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Figura 33 — Histopatologia da dentina apos remocéo da carie,
apresentando auséncia de lesdo (AL), amostra 1, dente 16, G1.

Figura 34 — Auséncia de Lesdo (AL) caracterizada por prolongamentos
odontoblasticos regulares e eosindfilos, amostra 1, dente 16, G1.
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Figura 35 — Auséncia de lesdo (AL) com discretas linhas basofilicas
de permeio e infiltrado bacteriano, amostra 4, dente 36, G1.
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3.14 Anédlise Estatistica

A amostra utilizada na analise foi composta por cinco repeticGes do experimento (cortes
histologicos) em cinco dentes seccionados em duas partes. Indicando um total de 25 medidas do

lado A e 25 medidas do lado B (controle), para cada grupo (1,2 e 3) .
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Os dados foram apresentados por meio de tabela de freqiiéncia, onde se calculou as
frequéncias absolutas simples e relativas. Na comparacdo das proporcdes foram utilizados testes
ndo paramétricos como o teste do qui-quadrado de Pearson, quando ndo satisfeitas as condi¢Ges
para aplicacdo do teste de Pearson, utilizou-se o teste Exato de Fisher (VIEIRA, 2004). Em caso

de p< 0,05 rejeitou-se HO e quando p> 0,05 aceitou-se HO.

O software utilizado na andlise foi o programa Epi-Info 3.3 for Windows (2008)

desenvolvido e distribuido pelo CDC (www.cdc.org/epiinfo) e o nivel de significncia utilizado

nos testes foi de 5%.

4.2 Determinacgéo da Atividade Proteolitica

As soluges do extrato liofilizado de bromelina foram analisadas quantitativamente quanto
a sua atividade proteolitica pelo método de Kunitz (1947), descrito no item 3.4, cujos dados estdo

demonstrados na tabela 4:



Tabela 4: Atividade proteolitica das solug¢bes do

unidade de atividade (UA).
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Solugdes do extrato | Atividade
liofilizado de | enzimatica
bromelina (U/A)
Solucéo 1% 286
Solucéo 2% 387
Solucéo 3% 600

extrato liofilizado de bromelina, expressa em

Solugdes do extrato

liofilizado de | n1 n2 n3 Média | DP
bromelina

Solugéo 1% 282 279 298 286 134
Solugéo 2% 392 386 383 387 46

Solugéo 3% 600 599 602 600 15

Tabela 5: Média e desvio padrdo da atividade proteolitica dos extratos liofilizados de bromelina.

A atividade enzimatica dos extratos liofilizados de bromelina variou de 288 a 600 UA

(unidade de atividade), mostrando resultado superior ao do descrito por Freiman & Sabaa-Srur

(1996) e Freiman & Sabaa-Srur (1999), onde a atividade enzimatica da casca do abacaxi foi de

245 UA e do obtido por Lima & Romanelli (1977) que detectaram uma atividade proteolitica do

caule de 132 UA. Os dados apresentados na tabela 5 indicam atividade enzimatica satisfatdria do

extrato liofilizado de bromelina obtido nesse trabalho.

4.3 Determinacao do teor de proteina.
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As solugOes do extrato liofilizado de bromelina foram analisadas quantitativamente quanto

ao seu teor de proteina pelo método de Lowry et al. (1951) (Apéndice C), cujos resultados estdo

demonstrados na tabela 6 e 7:

Solugdes do extrato
liofilizado de
bromelina

Teor de
Proteinas
(%)

Solucéo 1%

1,0%

Solucéo 2%

1,7%

Solucéo 3%

3.0%

Tabela 6: Teor de proteina das solucdes do extrato liofilizado de bromelina.

O teor de proteina da solucdo 1% do extrato liofilizado de bromelina apresentou resultado

semelhante ao da Tabela Brasileira de Composi¢do dos Alimentos (2004), publicado pelo Nepa-

Unicamp, cujo valor foi de 1g de proteina por 100g (1%) da parte comestivel do abacaxi, mas em

desacordo com o teor de 0,125 % de proteina da bromelina liofilizada do caule do abacaxi,

descrito por Lima & Romanelli (1977).

Solugbes do extrato

liofilizado de

brome"na nl n2 n3 Média DP
Solucéo a 1% 11% |1,0% 1,0% 1,0% 0.06
Solucgéo a 2% 1,8% 1,7% |1,8% 1,7% 0.06
Solucéo a 3% 30% |[32% |3,0% |30% 0.12

Tabela 7: Média e desvio padrdo da concentracdo de proteina do extrato liofilizado de bromelina.

4.4 Atividade especifica

A atividade especifica € um indicativo da pureza da enzima expressa em unidades de

atividade pela concentragdo de proteina em grama. Os dados da atividade especifica das solugdes

do extrato liofilizado de bromelina estdo demonstrados na tabela 8 e 9:
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Solugdes do extrato | Atividade
liofilizado de | especifica (UA/mg)
bromelina de proteina

Solucéo a 1% 28,60

Solucéo a 2% 22,76

Solucgéo a 3% 19,35

Tabela 8: Atividade especifica das soluc¢des do extrato liofilizado de bromelina.

~ - Unidade | Teor de | Atividade
ﬁgllc:jl?;aegodo eXtraéz ég;/z;gzgilitica de Proteina Especifica
. atividade | (mg/proteina) | (UA/mg/proteina)
bromelina
Solucéo a 1% Baixa (+) 286 UA | 10 mg 28,60
Solucéo a 2% Baixa (+) 387 UA |17 mg 22,76
Solucao a 3% '(\figjerada 600 UA | 31mg 10,35

Tabela 9: Atividade colagenolitica, atividade enzimatica, teor de proteinas e atividade especifica
das solugdes do extrato liofilizado de bromelina.

A atividade especifica, dos extratos liofilizados de bromelina (tabela 8), apresentou
resultados diferentes quando comparados aos das analises de Freiman & Sabaa-Srur (1996) (166
UA/mg de proteina); de Lima & Romanelli (1977) (105 UA/mg de proteina); de Rowan et al.
(1990) (1,49 UA/mg de proteina). Porém, os valores da atividade especifica do extratos
liofilizados de bromelina de 1 a 3% desse estudo se aproximaram ao do extrato liofilizado de
bromelina comercial (SIGMA, 2008), cujo valor varia de 5-15 UA/ mg de proteina, indicando que

0 extrato liofilizado de bromelina poderé ter uma possivel uma aplicagdo industrial.
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4.5 Andlise Histopatoldgica

Para avaliacdo do remanescente dentinario optou-se por uma anélise histopatoldgica, em
microscopia Optica, cuja remocao de cérie foi classificada como auséncia de lesdo (AL) e a ndo
remocao de carie como presenca de lesao (PL).

4.5.1 Grupo 1

Os resultados da andlise histopatolégica das amostras 1-5, tratadas com o extrato
liofilizado de bromelina a 1% (lado A) e o grupo controle (lado B) do Grupo 1 (G1), descritos no
item 3.13, estdo apresentados nas tabelas 10 a 14 .

Amostra 1 - Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca de lesdo (PL)
somente no lado B. Em a.5 (lado A-corte histoldgico 5), encontrou-se um aparente infiltrado

bacteriano, com discretas linhas basofilicas de permeio (tabela 10).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(1) 16 G1/a.1 AL [ (1) 16 G1/b.1 PL
(1) 16 G1/a.2 AL [ (1) 16 G1/b.2 PL
(1) 16 G1/a.3 AL | (1) 16 G1/b.3 PL
(1) 16 Gl/a.4 AL [ (1) 16 G1 /b4 PL
(1) 16 G1/a.5 AL | (1) 16 G1/b.4 PL

Tabela 10: Resultados dos cortes histoldgicos da amostra n°.1, dente 16 (primeiro molar superior
direito), lados A e B do grupo 1 (G1).

Amostra 2- Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca da lesdo (PL)
em maior parte dos cortes em ambos os lados, com exce¢é@o na lamina a.5 onde houve auséncia de
lesdo (AL). Neste caso, considerou-se (PL) nos lados A e B (tabela 11).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(2) 47 Gl/a.1 PL | (2) 47 Gl/b.1 PL
(2) 47 Gl/a.2 PL | (2) 47 G1/b.2 PL
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(2) 47 G1/a.3 PL | (2) 47 G1/b.3 PL
(2) 47 Gl/a.4 PL | (2) 47 Gl/b.4 PL
(2) 47 G1/a.5 AL | (2) 47 G1/b.5 PL

Tabela 11: Resultados dos cortes histolégicos da amostra n°.2, dente 47 (segundo molar inferior
direito), lados A e B do grupo 1 (G1).

Amostra 3 - Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca de lesdo (PL)

somente no lado B (tabela 12).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(3) 46 Gl/a.1 AL | (3)46 G1/b.1 PL
(3) 46 G1/a.2 AL | (3) 46 G1/b.2 PL
(3) 46 G1/a.3 AL | (3) 46 G1/b.3 PL
(3) 46 Gl/a.4 AL | (3) 46 G1/b.4 PL
(3) 46 G1/a.5 AL | (3) 46 G1/b.5 PL

Tabela 12: Resultados dos cortes histologicos da amostra n°.3, dente 46 (primeiro molar inferior
direito), lados A e B do grupo 1 (G1).

Amostra 4- Comparando-se os lados A e B das laminas acima notou-se presenca de lesdo
(PL) somente no lado B. Em todas as laminas do lado A, encontrou-se um aparente infiltrado

bacteriano, com discretas linhas basofilicas de permeio (tabela 13).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(4) 36 Gl/a.1 AL | (4) 36 G1/b.1 PL
(4) 36 G1/a.2 AL | (4) 36 G1/b.2 PL
(4) 36 G1/a.3 AL | (4) 36 G1/b.3 PL
(4) 36 Gl/a.4 AL | (4) 36 G1/b.4 PL
(4) 36 G1/a.5 AL | (4) 36 G1/b.5 PL

Tabela 13: Resultados dos cortes histoldgicos da amostra n°.4, dente 36 (primeiro molar inferior
esquerdo), lados A e B do grupo 1 (G1).

Amostra 5 - Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se auséncia de lesdo (AL)

em ambos os lados (tabela 14).

No. Do dente/lamina No. Do dente/lamina

(5) 37 Gl/a.l AL | (5) 37 G1/b.1 AL
(5) 37 Gl/a.2 AL | (5) 37 G1/b.2 AL
(5) 37 Gl/a.3 AL | (5) 37 G1/b.3 AL
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(5) 37 Gl/a.4 | AL | (5) 37 Gl/b.4 | AL

(5) 37 G1/a.5 | AL | (5) 37 G1/b.5 | AL
Tabela 14: Resultados dos cortes histologicos da amostra n°.5, dente 37 (segundo molar inferior
esquerdo), lados A e B do grupo 1 (G1).

4.5.2 Grupo 2
Os resultados da analise histopatolégica das amostras 6-10, tratadas com o extrato
liofilizado de bromelina a 2% (lado A) e o grupo controle (lado B) do Grupo 2 (G2), descritos no
item 3.13, estdo apresentados nas tabelas 15 al9.
Amostra 6 - Comparando-se a.1/b.1, a.2/b.2 e a.3/b.3 observou-se presenca de leséo (PL)
somente no lado B. Em a.4 e b.4 observou-se as seguintes varia¢des: lado A com presenca de
lesdo (PL) e B com auséncia de lesdo (AL); em a.5 e b.5 observou-se auséncia de leséo (AL).

Neste caso, considerou-se presenca de leséo (PL) nos lados A e B (tabela 15).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(6) 16 G2/a.1 AL | (6) 16 G2/b.1 PL
(6) 16 G2/a.2 AL | (6) 16 G2/b.2 PL
(6) 16 G2/a.3 AL | (6) 16 G2/b.3 PL
(6) 16 G2/a.4 PL | (6) 16 G2/b.4 AL
(6) 16 G2/a.5 AL | (6) 16 G2/b.5 AL

Tabela 15: Resultados dos cortes histoldgicos da amostra n°.6, dente 16 (primeiro molar superior
direito), lados A e B do grupo 2 (G2).

Amostra 7- Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca de lesdo (PL)
somente no lado B. Encontrou-se um aparente infiltrado bacteriano, com discretas linhas

basofilicas de permeio em a.2, a.3 e a.5 (tabela 16).

Cortes Histolégicos | | Cortes Histolégicos |
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(7) 17 G2/a.1 AL | (7) 17 G2/b.1 PL
(7) 17 G2/a.2 AL | (7) 17 G2/b.2 PL
(7) 17 G2/a.3 AL | (7)17G2/b3 PL
(7) 17 G2/a.4 AL | (7) 17 G2/b.4 PL
(7) 17 G2/a.5 AL | (7) 17 G2/b5 PL

Tabela 16: Resultados dos cortes histologicos da amostra n°.7, dente 17 (segundo molar superior
direito), lados A e B do grupo 2 (G2).

Amostra 8 - Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se auséncia de lesdo (AL)

em ambos os lados (tabela 17).

Cortes Histoldgicos | Cortes Histoldgicos |
(8) 37 G2/a.1 | AL | (8) 37 G2/b.1 AL
(8) 37 G2/a.2 | AL | (8) 37 G2/b.2 AL
(8) 37 G2/a.3 | AL | (8) 37 G2/b.3 AL
(8) 37 G2/a.4 | AL | (8) 37 G2/b.4 AL
(8) 37 G2/a.5 | AL | (8) 37 G2/b.5 AL

Tabela 17: Resultados dos cortes histoldgicos da amostra n°.8, dente 37 (segundo molar inferior
esquerdo), lados A e B do grupo 2 (G2).

Amostra 9 - Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca de lesdo (PL)
somente no lado B. Na lamina a.5, encontrou-se um aparente infiltrado bacteriano com discretas

linhas basofilicas de permeio (tabela 18).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(9) 38 G2/a.1 AL | (9) 38 G2/b.1 PL
(9) 38 G2/a.2 AL | (9) 38 G2/b.2 PL
(9) 38 G2/a.3 AL | (9) 38 G2/b.3 PL
(9) 38 G2/a.4 AL | (9) 38 G2/b.4 PL
(9) 38 G2/a.5 AL | (9) 38 G2/b.5 PL

Tabela 18: Resultados dos cortes histoldgicos da amostra n°.9, dente 38 (terceiro molar inferior
esquerdo), lados A e B do grupo 2 (G2).
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Amostra 10 - Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca de lesdo (PL) em
ambos os lados (tabela 19).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(10) 18 G2/a.1 PL | (10) 18 G2/b.1 PL
(10) 18 G2/a.2 PL | (10) 18 G2/b.2 PL
(10) 18 G2/a.3 PL | (10) 18 G2/b.3 PL
(10) 18 G2/a.4 PL | (10) 18 G2/b.4 PL
(10) 18 G2/a.5 PL | (10) 18 G2/b.5 PL

Tabela 19: Resultados dos cortes histoldgicos da amostra n°.10, dente 18 (terceiro molar superior
direito), lados A e B do grupo 2 (G2).

4.5.3 Grupo 3
Os resultados da analise histopatolégica das amostras 11-15, tratadas com o extrato
liofilizado de bromelina a 3% (lado A) e o grupo controle (lado B) do Grupo 3 (G3) descritos no
item 3.13 estdo apresentados nas tabelas 20 a 24 .
Amostra 11 - Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca da leséo (PL)

em ambos os lados (tabela 20).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(11) 38 G3/a.1 PL | (11) 38 G3/b.1 PL
(11) 38 G3/a.2 PL | (11) 38 G3/b.2 PL
(11) 38 G3/a.3 PL | (11) 38 G3/b.3 PL
(11) 38 G3/a.4 PL | (11)38G3/b.4 PL
(11) 38 G3/a.5 PL | (11)38G3/b.5 PL

Tabela 20: Resultados dos cortes histoldgicos da amostra n°.11, dente 38 (terceiro molar inferior
esquerdo), lados A e B do grupo 3 (G3).
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Amostra 12 - Comparando-se as laminas a.1/a.2 e b.1/b.2 notou-se auséncia de leséo (AL)
nos lados A e presenca de lesdo (PL) nos lados B. Com o aprofundamento do corte a partir das

ldaminas a.3/b.3 notou-se presenca de cérie (PL) em ambos os lados (tabela 21).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(12) 16 G3/a.1 AL [ (12) 16 G3/b.1 PL
(12) 16 G3/a.2 AL | (12) 16 G3/b.2 PL
(12) 16 G3/a.3 PL | (12) 16 G3/b.3 PL
(12) 16 G3/a.4 PL | (12) 16 G3/b.4 PL
(12) 16 G3/a.5 PL [ (12) 16 G3/b.5 PL

Tabela 21: Resultados dos cortes histolégicos da amostra n°.12, dente 16 (primeiro molar superior
direito), lados A e B do grupo 3 (G3).

Amostra 13- Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca da lesdo (PL)

em ambos os lados (tabela 22).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(13) 47 G3/a.1 PL | (13) 47 G3/b.1 PL
(13) 47 G3/a.2 PL | (13) 47 G3/h.2 PL
(13) 47 G3/a.3 PL | (13) 47 G3/b.3 PL
(13) 47 G3/a.4 PL | (13) 47 G3/b.4 PL
(13) 47 G3/a.5 PL | (13) 47 G3/b.5 PL

Tabela 22: Resultados dos cortes histoldgicos da amostra n®.13, dente 47 (segundo molar inferior
direito), lados A e B do grupo 3 (G3).

Amostra 14 - Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca da leséo (PL)
em ambos os lados (tabela 23).

Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(14) 26 G3/a.1 PL | (14) 26 G3/b.1 PL
(14) 26 G3/a.2 PL | (14) 26 G3/h.2 PL
(14) 26 G3/a.3 PL | (14) 26 G3/b.3 PL
(14) 26 G3/a.4 PL | (14) 26 G3/b.4 PL
(14) 26 G3/a.5 PL | (14) 26 G3/b.5 PL

Tabela 23: Resultados dos cortes histolégicos da amostra no. 14, dente 26 (primeiro molar
superior esquerdo), lados A e B do grupo 3 (G3).

Amostra 15 - Comparando-se os lados A e B das laminas notou-se presenca da leséo (PL)

em ambos os lados (tabela 24).
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Cortes Histologicos Cortes Histologicos

(15) 17 G3/a.1 PL | (15) 17 G3/b.1 PL
(15) 17 G3/a.2 PL | (15) 17 G3/b.2 PL
(15) 17 G3/a.3 PL | (15) 17 G3/b.3 PL
(15) 17 G3/a.4 PL | (15) 17 G3/b.4 PL
(15) 17 G3/a.5 PL | (15) 17 G3/b.5 PL

direito), lados A e B do grupo 3 (G3).

Porcentagem | Porcentagem
Grupos Numero da | NUmero do|Lado |Lado |(de AL por|de AL por
amostra dente A B grupo no lado | grupo no lado
A (%) B (%)
1 16 AL PL 80%das 20% das
2 47 PL PL amostras  do | amostras  do
Gl(1%) |3 46 AL PL grupo 1| grupo 1
4 36 AL PL apresentavam | apresentavam
5 37 AL AL AL AL
6 16 PL PL 60%das 20% das
7 17 AL PL amostras  do | amostras  do
G2 (2%) | 8 37 AL AL grupo 2 | grupo 1
9 38 AL PL apresentavam | apresentavam
10 48 PL PL AL AL
G3 11 38 PL PL 0% das | 0% das
(3%) 12 16 PL PL amostras  do | amostras  do
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13 47 PL PL grupo 3 | grupo 1
14 26 PL PL apresentavam | apresentavam
15 17 PL PL AL AL

Tabela 25: Percentual de auséncia de lesdo (lado A) em relagdo ao controle (lado B) em amostras
de dentes que receberam gel de extrato de bromelinaa 1, 2 e 3%.

A metodologia utilizada, na maioria dos estudos, para avaliacdo histopatoldgica do
remanescente dentindrio apds a remogdo quimico-mecénica do Carisolv® e o Papacérieo foi a
microscopia eletronica de varredura (BANERJEE et al., 2000a; TONAMI et al., 2003; PINHEIRO
et al., 2004; CORREA, 2006), onde avaliou-se a acdo dos produtos nas duas camadas da cérie,
como também na dentina peritubular e intertubular. Nesse estudo, pela falta de viabilidade da
microscopia eletronica de varredura, optou-se pela microscopia éptica (ROTH et al., 1989;

CEDERLUND et al., 1999; YIP et al., 1999).

O Carisolv® e 0 Papacérieo demonstraram serem eficazes na remocao quimico-mecéanica
das lesdes cariosas (SILVA et al., 2004; CORREA, 2006; BARATA, 2007). A cloramina, o
principal componente responsavel pela remocgdo quimico-mecénica da cérie, encontra-se presente

na composicdo de ambos (TONAMI et al., 2003; BUSSADORI et al., 2005).

O alto custo para os padrdes nacionais inviabiliza a utilizagdo do Carisolv® no setor
publico (CORREA, 2006). O Papacérieo apresenta um prazo de validade limitado em refrigeragéo,
é comercializado por um laboratério em S&o Paulo e sua compra na regido Norte é por via aérea,
encarecendo o produto (GUIA ODONTO, 2005; FORMULA E ACAO, 2008). Sugere-se que a

cloramina seja o principal principio ativo responsavel pela remocéo da cérie.

A papaina, por ser uma enzima proteolitica, tende a sofrer auto-degradacdo perdendo a sua

funcgéo proteolitica (CAPUCHO, 2008). Com isso, 0 gel do Papacérieo torna-se mais fluidificado,
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ao longo do prazo de validade. O produto também ndo apresenta em seu rotulo, nenhuma
indicacdo da atividade enzimatica da papaina, protocolo exigido em todo o produto que contém
enzimas em sua composicao.

Considerando os aspectos citados, este estudo testou, in vitro, o extrato liofilizado de
bromelina utilizando como veiculo o carboximetilcelulose. O objetivo de testar um novo principio
ativo é devido a aspectos econdmicos e de sustentabilidade, pela utilizacdo de residuos
agroindustriais. A liofilizacdo do extrato, também, proporciona um tempo maior de validade ao

biomaterial, além de preservar suas propriedades fisico-quimicas.

O extrato liofilizado foi adicionado imediatamente ao gel, antes de ser aplicado nos dentes

extraidos, objetivando avaliar histopatologicamente, a acdo proteolitica imediata da bromelina.

A andlise em microscopia 6ptica mostrou que cerca de 2/5 das amostras do grupo 1 (G1-
lado A) e 3/5 das amostras do grupo 2 (G2-lado A) apresentaram, em areas onde havia auséncia de
lesdo (AL), infiltrado bacteriano com discretas areas basofilicas de permeio. Dados semelhantes
foram encontrados no trabalho de Cederlund et al. (1999) testando o Carisolv® em 10 (dez)
molares permanentes. Os autores observaram discreto infiltrado bacteriano em 6 (seis) amostras
nas areas de remocéao de cérie (6/10).

Comparando-se o percentual de auséncia de lesdo (AL) dos lados A e B dos trés grupos,
verificou-se que no G1 e G2 houve maior nimero de amostras com remoc&o de cérie no lado A do
que no B. No G3 ndo houve remoc¢do em ambos os lados. Comparando-se 0s grupos entre si,
observou-se que o G1 apresentou maior nimero de amostras com remog¢&o da cérie que no G2. No

G3 nédo houve remogéo (G1>G2>G3), conforme demonstra as tabelas 25 e 26.

4.6 Anélise Estatistica
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Grupos Lado A Lado B

Fi % | fi %

Bromelina (1%o) pP*
Auséncia de Lesdo | 21/25 | 84,0 | 5/25 | 20,0 | <0,001

Bromelina (2%)
Auséncia de Lesdo | 19/25 | 76,0 | 7/25 | 28,0 | <0,001

Bromelina (3%o)

Auséncia de Lesdao | 25/15|8,0 |0/25|0,0 |0,249*

Tabela 26: Comparagdo da auséncia de carie entre os lados A (gel com o extrato de bromelina) e
B (controle- gel sem o extrato) das amostras.

A analise estatistica aplicada aos dados histopatolégicos em microscopia éptica mostrou
que no grupo 1 e 2 houve diferenca significativa (5%) entre os lados que receberam o gel de CMC
com o extrato enzimatico (1 e 2%) ao serem comparados com o grupo controle. O grupo 3 nao

apresentou resultado estatisticamente significativo entre os lados.

Esses resultados sdo devido a atividade especifica do extrato liofilizado de bromelina a 1%
ser superior. Também, o tempo de incorporacdo do extrato enzimético ao gel de CMC pode ter
inativado parcialmente a bromelina no grupo 3, por ter sido mais longo em relagdo aos demais. O
tempo de incorporacdo na concentragdo de 1% foi de 5 minutos de manipulacdo, na de 2%, 8

minutos e 3%, 12 minutos (Figuras 40 a 42).

Conforme demonstra a tabela 25, o lado A, do G1, apresentou 80% de remocgédo de cérie
(AL) em relagéo ao lado B (controle), aproximando-se dos resultados de Yip et al. (1999), que
constataram 84% de remocao de cérie nos dentes que receberam NMAB (N-monocloroglicina), e
90% de remocdo de cérie nos dentes que receberam NMAB-urea (&cido-aminobutirico-3N-

monocloro-DL-2 + urea).
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Roth et al. (1989), em microscopia Optica, observaram que houve remoc¢do da cérie em
10,8% das amostras (37 dentes) apos aplicacdo do Caridexo, diferindo dos resultados desse estudo

onde o grupo 1 e 2 (lado A) apresentaram, respectivamente, 80% e 60% de remocéo de carie.

As amostras do grupo controle apresentaram 20% de AL nos G1 (5/25) e G2 (7/25),
indicando que a remogdo mecénica da cérie, mesmo com a utilizagdo de cureta sem corte, pode ter
efeito variando de acordo com o tipo de tecido cariado, porém com percentual inferior ao do

método quimico-mecanico (80 e 60%).

O extrato enzimatico a 1 e 2% apresentou, nessas amostras, acdo quimica sobre o tecido
cariado. Sugere-se que 0 mecanismo de ac¢do do extrato liofilizado de bromelina na cérie seja pela
sua acdo proteolitica, a capacidade da bromelina de clivar proteinas em oligopeptideos e

aminoécidos (VENTURA et al., 2006).

O presente trabalho mostrou o potencial do extrato liofilizado de bromelina, obtido por um
método simples e econdmico, ser utilizado no preparo de um fitofarmaco para uso odontolégico.

Os resultados foram estatisticamente significativos (G1 e G2) em relacdo ao controle,
evidenciando um dado promissor que impulsiona a realizagdo de estudos futuros utilizando o
extrato liofilizado de bromelina na remocdo das lesdes cariosas. Porém, hé necessidade de realizar
pesquisas para testar outras propriedades do gel, no que se refere a atividade fisico-quimica,
mecanismo de acdo, biocompatibilidade, toxicidade entre outras, antes da aplicacdo clinica.

A utilizacdo do gel, em estudo, para a remogao quimico-mecanica da carie, devido ao seu
baixo custo e sua durabilidade, enquadra-se perfeitamente na filosofia do TRA. O método otimiza
a remocao mecanica da carie, pois minimiza a tensdo muscular e acelera o tempo de remogéo da
carie. Tornando-se uma excelente op¢do em areas de dificil acesso, em especial, nas comunidades

ribeirinhas do estado do Amazonas.
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que:
1. Residuos agroindustriais de abacaxi podem ser fonte eficaz para obtengdo de um

biomaterial para uso odontoldgico.
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2. De acordo com a analise histopatoldgica, os extratos liofilizados, nas concentracbesa 1 e
2%, apresentaram remocgao quimico-mecéanica da carie, estatisticamente significante, em relagéo

ao grupo controle, rejeitando HO.

3. Nas amostras que receberam o gel a 3%, ndo houve remocao quimico-mecénica da cérie,

apresentando 0% de auséncia de lesdo (AL) nas amostras, aceitando HO.
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APENDICE B

1 PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS

Os procedimentos constaram de fixacdo em formalina a 10% (para preservar os tecidos de
autolise, permitindo que as caracteristicas dos mesmos permanecessem sem variagfes no
tratamento subseqiiente, processamento tecidual constituido por desidratagdo, clareamento e
infiltracdo (que através de etapas seqiienciadas removeu-se a agua livre dos tecidos, substituindo-a

por material que solidificasse permitindo a realizagdo da microtomia), emblocamento em parafina
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(que circundou o tecido com uma substancia firme para facilitar o corte de delgadas fatias) e
realizacdo de coloragdes histoldgicas (para a analise geral das caracteristicas microscépicas dos
dentes avaliados).

Essas fases, indispensaveis ao processamento histolégico de qualquer fragmento tecidual,
estdo descritas de acordo de Prophet (1994a), Prophet (1994b), Mills (1994), Hall (1994),

Achstetter (1994), conforme detalhado a seguir.

1.1 Fixag&o em formalina

Os quinze molares permanentes (pecas) foram imersos em solugdo fixadora padréo,
constituida por formalina a 10% tamponada, por 24 horas (PROPHET, 1994a). Concluida a
fixagdo as pecas foram lavadas em &gua corrente por 24 horas.

1.2.Descalcificacéo

Os dentes permaneceram, aproximadamente, 30 dias submersos em solucdo de Morse,
(MORSE, 1945) suspensos em gaze, para descalcificacdo. As solugbes foram trocadas

diariamente. Concluida a descalcificacdo as pecas foram lavadas em agua corrente por 24 horas.

1.3 Processamento Tecidual

De acordo com Prophet (1994b), o processamento tecidual abrangeu a realizagdo de trés
etapas: desidratacdo em solugbes alcodlicas com aumento progressivo na concentracdo das
mesmas, clareamento com xilol, e infiltragcdo de parafina. Esse processamento pode ser manual ou
automatizado, geralmente, com duracdo de 12 a 16 horas.

Consistiram de:
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a) para desidratacdo, as partes seccionadas dos dentes, foram colocadas em uma
solugéo de etanol a 80%, por 1 hora, seguido por trés submersGes em etanol
absoluto, com duragéo de 1 a 2 horas cada;

b) para o0 clareamento, as partes seccionadas dos dentes, foram submersas em
parafina liquida (sob aquecimento controlado em torno de 56°C, por trés vezes,
com duracéo de 2 horas cada, estando prontos para o0 emblocamento.

1.4 Emblocamento em parafina

De acordo com Hall (1994) & Mills (1994), as partes seccionadas dos dentes, foram

colocadas individualmente, em espacos de aproximadamente 1cm x 1cm, delimitadas os moldes
de metélicos ou plasticos, posicionado-os no fundo e com a face medial voltada para baixo.

Verteu-se parafina aquecida (geralmente, com ponto de fusdo em torno de 56°C), até que

os fragmentos (dentes) estivessem submersos. Transferiu-se 0 molde para uma placa resfriada, na
qual permaneceu até que a parafina solidificasse (aproximadamente 30 minutos). O bloco foi
retirado do molde, estando apto para a etapa de microtomia.

1.5 Microtomia

De acordo com Achstetter (1994), os blocos foram ajustados ao micrétomo, aparelho

utilizado para realizar delgados cortes para microscopia Optica. Para os cortes de rotina, a selegdo
da espessura foi de 5 um. Cada corte foi colocado em banho-maria a 58° C, onde flutuaram sobre a
agua, a partir da qual foram colocados sobre lamina de vidro para microscopia “pescaria”. Em
cada ldmina foram colocados quatro ou mais cortes, lado a lado, e sem sobreposi¢do. Apos essa
etapa, a lamina foi posicionada verticalmente para retirada do excesso de agua, seguida por

pernoite a temperatura de 37 a 40°C, para desparafinizacdo e posterior coloragéo.

1.6 Coloragdes Histologicas
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A coloracdo padrdo utilizada para a andlise dos aspectos morfologicos gerais foi a
Hematoxilina-Eosina de Carazzi (BEHMER et al., 1976) descrita a seguir:

a) hematoxilina (Carazzi)

Hematoxilina 0,59

Glicerina 100mL

Sulfato de aluminio e potéssio | 25¢

Agua destilada 400mL

lodato de potassio 0,1g

Dissolveu-se 0 alumen de potassio em 350 mL de agua destilada em aquecimento. Apos a
dissolucdo total e com a solugdo ainda quente, adicionou-se a hematoxilina e deixou-se resfriar a
temperatura ambiente. Em outro frasco, dissolveu-se o iodato de potassio em 50 mL de agua
destilada. Com a solucéo contendo hematoxilina ja resfriada, adicionou-se a solucéo do iodato de
potassio e a glicerina. Homogeneizou-se e filtrou-se. Aguardou-se um periodo minimo de 10

minutos antes que viesse a ser utilizada;

b) eosina:

Eosina 29

Dicromato de Potassio 19

Solugdo Aquosa saturada de Acido Picrico | 20 mL

Alcool Absoluto 20 mL

Agua destilada 160 mL
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Dissolveu-se a eosina no alcool e o dicromato de potassio em agua destilada. Misturaram-
se as duas solugdes e acrescentou-se a solucdo de &cido picrico, homogeneizando-as.

Para a coloracdo dos cortes histologicos, inicialmente foi realizada a desparafinizacdo dos
mesmos. Em seguida, as laminas com os cortes foram posicionadas em um suporte metalico e
submetida a imersdes répidas em concentra¢des decrescentes de alcool (absoluto, 80% e 70%), até
a dgua destilada. Apds esta hidratacdo, os cortes foram cobertos pela solucdo de hematoxilina de
Carazzi por 10 minutos, com realizacdo de nova lavagem em &agua corrente. Os cortes foram,
entdo, submetidos & desidratacdo em quatro solucdes com concentracdes crescentes de alcool

(70%, 80%, 100% e 100%), seguida de clareamento em xilol e montagem em lamina-laminula em
Entellan®:

Demais reagentes e modo de preparo das solucdes, segundo Behmer et al. (1976).

Acido Férmico (Formalina)

Acido Férmico 5- 10 mL

Aldeido férmico (37-40%) | 5 mL

Agua destilada 100 mL

Solucéo de Morse (Morse, 1945)

Citrato de Sédio a 20%

Acido Formico a 30%

APENDICE C

AGAR-COLAGENO-LEITE
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AQar ----mmmmm e 9,09
Colageno----------=---=-=mommmme oo 5,09
Leite desnatado----------=-========mnmmmnum- 5,09

Adicionou-se 0 agar em 400 mL de tampdo e homogeneizou-se. Diluiu-se o colageno em
50 mL de tampéo citrato-fosfato 0,1M pH 5,0, em seguida, foi homogeneizado e aquecido em
banho-maria para sua dissolugdo completa. Ambos foram esterilizados a 120°C por 15 minutos.
Dissolveu-se a solugdo de leite desnatado em 50 mL de agua esterilizada e esterilizou-se a 120°C

por 10 minutos. Misturou-se as solucGes de agar, coldgeno e leite, com cuidados assépticos

(NEVES, 2004).
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ANEXOS

ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
MESTRADO MULTIDISCIPLINAR EM PATOLOGIA TROPICAL

llma. Sra.

SUELY BEZERRA DE SOUZA
DD. Gerente de Odontologia do SESI (Servico Social da Industria)
REF.: Solicitacdo de coleta de dentes extraidos para projeto de pesquisa

Prezada Senhora Gerente

Enquanto mestranda do Curso Multidisciplinar em Patologia Tropical (UFAM), estou
realizando o projeto de pesquisa, GEL DE BROMELINA: UMA NOVA OPCAO PARA A
REMOCAO QUIMICO-MECANICA DE TECIDO CARIADO DE DENTES, e para sua
efetivacdo necessitarei que seja autorizada a coleta de dentes molares permanentes extraidos,
considerados material de descarte, ndo tendo utilizag&o posterior, tanto para o paciente quanto para
a instituicéo.

Na oportunidade, renovo protestos de estima e consideracéo.
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Manaus, 26 de setembro de 2006.

Giselle Desideri Tino B. Ferreira
CRO-1317(Am)
Pesquisadora responsavel pela execucéo e elaboragdo do projeto.

Autorizo e dou pleno consentimento:

Suely Bezerra de Souza
Gerente de Odontologia — SESI

ANEXO B

PARECER CONSUBSTANCIADO

Protocolo CEP-UFAM n° 018/2007

A. IDENTIFICACAO

Titulo do Projeto: Avaliagéo do gel de bromelina na remocdo quimico-mecéanica da carie.
Pesquisadora Responsavel: Giselle Desidéri Tino Barbosa Ferreira

Local de Origem (instituicéo): Universidade Federal do Amazonas

Data de apresentacdo ao CEP-UFAM: 07/02/2007

Data do parecer: 01/03/2007

Grupo/Area Temética: Ill — Projeto fora das areas tematicas especiais.

Area do Conhecimento: Ciéncias da Satde (Odontologia) (Codigo 4.02 — Nivel T)

B. OBJETIVOS DO PROJETO

Objetivo geral
e Formular um gel & base de bromelina capaz de atuar na remog&o quimica da carie.

Objetivos especificos

e Proceder a extracdo e obtenc&o da bromelina a partir da casca do abacaxi
(Ananas cosmosus (L) Merril);

Realizar testes de atividade proteolitica (analise quantitativa) da bromelina liofilizada;
¢ Realizar teste de degradacdo do colageno (andlise qualitativa) da bromelina
liofilizada e do grupo controle (Papacarie®);
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFAM

D. ANALISE DOS ELEMENTOS METODOLOGICOS E ETICOS
(Resolugdo CNS n° 196/96 e complementares)

Projeto de pesquisa apresentado ac Programa de Mestrado em Patologia
Tropical da Universidade Federal do Amazonas como Dissertacdo de Mestrado de Giselle
Desidéri Tino Barbosa Ferreira, sob orientacdo da Profa.Dra. Rosa Maria Lozano Borras e
co-orientacdo da Profa.Dra. Angela Delfino Bittencourt Garrido.

O presente projeto apresenta consisténcia metodologica, importancia cientifica e
relevancia social, estando adequado as normas éticas e metodologicas para as pesquisas
que envolvem seres humanos (carta de encaminhamento, folha de rosto, objetivos,
metodologia, referéncias bibliograficas, cronograma, orgamento, curriculos dos
pesquisadores, termo de concordancia da instituicdo colaboradora e solicitagéo de dispensa
do TCLE).

DIANTE DO EXPOSTO, considerando que o presente protocolo de pesquisa
apresenta-se SEM RESTRICOES ETICAS OU METODOLOGICAS, salvo melhor juizo,
recomendo que o mesmo seja APROVADOQO.

Manaus, 01 de margo de 2007.

{

RELATOR
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissédo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS FR - 122590

Projeto de Pesquisa
Avaliagdo do Gel de Bromelina na remoc&o quimico-mecénica da carie

Area de Conhecimento Grupo Nivel

Grupo Il 5

Area(s) Tematica(s) Especial(s) Fase
Nao se Aplica

Unitermos
carie. remocao quimico-mecanica, enzimas, bromelina.

Sujeitos na Pesquisa

N° de Sujeitos no Centro Total Brasil N° de Sujeitos Total Grupos Especiais
20
20 20
Medicamentos o - A

Placebo HIV / AIDS Wash-out Sem Tratamento Especifico Banco de Materiais Bioldgicos

NAQ NAO NAO NAO NAO

Pesquisador Responsavel

Pesquisador Responsavel CPF Identidade
Giselle Desideri Tino Barbosa Ferreira 344.055.502-04 832.469-7
Area de Especializacao Maior Titulagdo Nacionalidade
ODONTOLOGIA - PERIODONTIA ESPECIALISTA BRASILEIRA
Endereco Bairro Cidade
R. Rio Mar, 1141 apto 701 - Vieralves N. Sra. Gragas MANAUS - AM
Caodigo Postal Telefone Fax Email
69037-581 /{92) 3234-1629 (92) 3232-9504 gdesideri@uol.com.br

Termo de Compromisso

Declaro que conhego e cumprirei 0s requisitos da Res. CNS 196/98 e suas complementares. Comprometo-me a utilizar os materiais e dados

colelados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e publicar os resuu)a\dos seja 5 favorave\s ou%;a sou'
(»v\ TN Oi ) L bl

Aceito as responsabilidades pela condugdo cientifica do projeto acima. IS TBN Uu C\m i
Data: C"-I— @ 2] - Assinatura

Instituigso Onde Sera Realizado
Nome CNPJ Nacional/Internacional
Universidade Federal do Amazonas - UFAM 04.378.626/0001-97 Nacional
Unidade/Orgao Participagao Estrangeira Projeto Multicéntrico
Faculde de Ciéncias da Saude NAQ NAO
Enderego Bairro Cidade
Rua Teresina, 495 Adrinopolis Manaus - AM
Codigo Postal Telefone Fax Email
69057-070 92 36222724 R32 92 36222724 |~ cep@ufam.edu.br

Termo de Compromisso

Declaro que conhego e cumprirei 0s requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementarasiBadn é&#ﬁmﬂ&@‘éﬁé‘m condigées para o

cQ WL IS CIPLINRE
desenvolvimento deste projeto, aulorizo sua execugao. "“*«-‘5:‘3::9( gé_f\s-tf%@w:;{ :\ REM
Nome: = ; '___!0‘
Date: CF . Q21 20J] . reeerer e et
R i SO A P A F b

O OSEEN A NG
O Projeto devera ser entregue no CEP em até 30 dias a partir de 07/02/2007. | AWcorrendo a entrega
nesse prazo esta Folha de Rosto sera INVALIDADA.,

OVoltar __IMPRIMIR |
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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