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RESUMO

A propolis € uma substancia resinosa coletada pddalhas, as quais misturam enzimas
salivares, cera, polen e materiais inorganicos phiencao desse produto. Suas principais
propriedades sdo: atividade antimicrobiana, afainétéria, cicatrizante, antifingica,
anticancerigena e antioxidante. Atualmente a pr®pgen sido utilizada como base em
diversas pesquisas odontoldgicas. Baseado nosipasichioldgicos, o objetivo desse
estudo foi obter um extrato etandlico de prop@iER) a 8% e realizar testes preliminares
a fim de verificar se ha viabilidade de formularausolucdo para limpeza de cavidades.
Foram realizados controle microbioldgico, testas parificar alteracdo de cor em dentes
humanos extraidos (esmalte e dentina) quando imesd&EP, teste de citotoxicidade e
biocompatibilidade do EEP através de capeamentpapwtm molares de ratos. No
controle microbiologico, foram utilizados os meidg cultura PCA, Baird-Parker,
Cetrimid, Caldo E.C e Agar Sabouraud, a fim deficani, respectivamente, a contagem
de microrganismos aerébios mesobfiloStaphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosascoliformes totais, aléem de fungos e leveduras.egisatos permaneceram
armazenados em geladeira, temperatura ambientafe, egos periodos de 0, 7, 15, 30, 45
e 90 dias. No estudo da alteracdo de cor em dbotaanos frente as solucdes teste, 0s
corpos-de-prova foram imersos nas solugbes (ppplprépolis 1l, agua destilada e
clorexidina) durante 15 e 30 segundos e 10 minutggstrando, fotograficamente, os
tempos iniciais e finais e analisando as alteragi@esor utilizando o sistema HSB. A
citotoxicidade foi verificada através do teste Aléemia franciscanaenquanto que na
biocompatibilidade realizou-se capeamento pulpar 2dmmolares de ratos, linhagem
wistar, pesando entre 180 e 300 gramas. Os grupos expéaisigoram divididos
conforme a substancia teste utilizada no capeanpempar (propolis I, propolis Il e pasta
de hidréxido de calcio) e o tempo de avaliagcad b7e 30 dias). Dentre os resultados, no
controle biolégico, ndo foi observada a contaminag@ extrato. O teste de alteragédo de
cor mostrou em ordem decrescente: no tempo degldes: propolis |, clorexidina, e no
mesmo nivel, propolis Il e agua destilada; no terdpo30 segundos: agua destilada,
propolis I, prépolis 1l e clorexidina, sendo ossti@timos em niveis semelhantes; em 10
minutos: propolis |, propolis I, clorexidina e &ydestilada. No teste de citotoxicidade
utilizando Artemia franciscana propolis mostrou-se altamente toxica comprovaio
acao biologica. Baseados nos resultados obtidosestodo de biocompatibilidade,
observou-se que a propolis | e Il apresentaramobipatibilidade em tecido pulpar de
molares de ratos, sendo o hidroxido de célcio mdior resultado. Concluiu-se, através
dessa pesquisa, a viabilidade da introducéo dortaHPnpeza de cavidades, sendo ainda
necessarios mais estudos.

Palavras chave: propolis, limpeza de cavidadespathilidade biolégica



ABSTRACT

Propolis consists in a resinous substance colldnpdakes, that blend salivary enzymes, wakx,
pollen, and inorganic substances to the final tesofl the product. Its main properties are:
antimicrobial activity, antiflammatory, cicatrizanantifungi, anti-cancer, and antioxidant.
Nowadays propolis has been used as base to manmgl desearches. Based on biological
principles, the purpose of this research was tainl#n ethanolic extract of propolis up to 8%
(EEP) and formulate preliminary tests to verify wiez there is viability to make a solution
for the cavity-cleaning. The tests were performeanicrobiological control, changing color
of removed human tooth (enamel and dentine) whilmeérsed in EEP, citotoxicity test and
EEP biocompatibility through pulpal capping in ratslar. In the microbiological control, the
culture PCA, Baid-Parker, Cetremid, Caldo E.C amhASabouraud, were used in order to
verify, respectively, the counting of aerobic mdstgs microorganismsStaphylococcus
aureus, Pseudomonas aerugingdasal coliforms, besides fungi and yeast. Theaets were
stored in the refrigerator, room temperature angestin periods of 0, 7, 15, 30, 45 and 90
days. In the tests procedure was observed chamgieg in human tooth. The test samples
were immersed in test solutions (propolis |, prapdl, distilled water and chlorhexidine)
during 15 and 30 seconds and 10 minutes, photog@phregistered the initial and final
times and analyzing the changing color by using H$8em. The citotoxicity was verified
though Artemia Test, whereas the biological confyiléi were performed pulpal capping in
21 rats molar, line wistar, weighting between 18d 800 grams. The experimental groups
were divided according to the test substance uséuki pulpal capping (propolis I, propolis I
and calcium hydroxide paste) and the evaluatioe (s 15 and 30 days). Among the results,
in the microbiological control, no contamination svéound. In the changing color-test
showed, in decreasing order: in 15 second: propobilorhexidine, and in the same level,
propolis Il and distilled water; in 30 seconds:tidlied water, propolis I, propolis 1l and
chlorhexidine, with the last three in similar levah 10 minutes: propolis I, propolis I,
chlorhexidine and distilled water. In the citotagidest using "Franciscan Artemia”, propolis
became highly toxic, proving thus, its biologicaitian. In the biocompatibility research,
concluded, in decreasing order, at calcium hydmxmhste became more compatible,
followed, respectively, by propolis | and propolis This research's conclusion was the
feasibility introduction of EEP into cavity-cleamgnvith need of more researches.

Key-words: propolis, cavity-cleaning, biologicalmpatibility
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1.0) INTRODUCAO

Durante o preparo cavitario ocorre formacaosdear layer,que significa camada
agregada, barro ou lama dentinaria. Segundo Maraé2D07),a smear layee um substrato
dindmico produzido clinicamente, sendo formada goas camadas: a camada externa
superficial e amorfasmear o) agregada sobre a superficie dentinaria, e anmtemear in
ou plug), composta por microparticulas que penetram faigehte por alguns micrémetros
no interior do complexo tubular da dentina.

A lama dentinaria apresenta a seguinte constituigihonponentes organicos e
inorganicos dos tecidos dentarios, microrganisrsalé/a € outros. Essa camada esta presente
em maior ou menor quantidade, variando em relaghdipd de instrumental utilizado.
Dependendo do agente de unido indicado em Odormdcdaigsiva, ha necessidade ou ndo da
remocao da camada de lama da superficie denti@RiaUJO et al, 1998).

Segundo Black (1908), a limpeza cavitaria consisde Ultima etapa do preparo
cavitario. Essa limpeza pode ser executada at@de@hferentes substancias, as quais tém a
funcdo de remover residuos do preparo e € recomermgize seja realizada previamente a
insercao do material protetor do complexo dentinipar.

Os agentes de limpeza cavitaria devem apresentactedsticas e acodes fisico-
quimico-biologicas, dentre elas: limpar as paredestarias removendo os microfragmentos
organicos e dentinarios, contaminados ou nao, dagms durante a instrumentacdo do
preparo, ndo ser toxico, facilitar a acdo dos a@&gemrotetores e combater ou eliminar
possiveis microrganismos patogénicos no interiorcdeidade. Os agentes de limpeza,
segundo Nagem Filho (1985), enquadram-se basicamenh dois grupos: o0s
desmineralizantes, representados pelos acidos, edoslesmineralizantes, que sado 0s

germicidas, detersivos e alcalinizantes. Dentrmateriais de limpeza de cavidades presentes



no mercado, os mais utilizados atualmente sdoraxitbna e a agua de hidréxido de célcio
(dgua de cal) ambos considerados ndo-desminenalizaf clorexidina € um dos agentes
antimicrobianos mais estudados, apresentando pdaates hidrofilicas e hidrofébicas
(THYLSTRUP, FERJERSKOV, 1995). A agua de hidroxih célcio proporciona limpeza
mecanica, apresenta pH alcalino neutralizando deacda cavidade, atua como agente
bacteriostatico, estimula a calcificacdo dentin@&ig@ hemostatica nos casos de exposicao
pulpar (MONDELLI, 1998).

A Fitoterapia atualmente esta sofrendo uma faseldeeros estudos com o propoésito
de desenvolver medicamentos preventivos e curatatoavés do aproveitamento dos
principios bioativos e, consequentemente, dos moefoferecidos pelos produtos oriundos
da Natureza.

De modo a possibilitar a utilizacdo clinica de usnanbiomaterial inUmeras pesquisas
Sao necessarias, dentre elas o estudo inicial solaealiacdo da biocompatibilidade do
produto, para comprovar a sua seguranca, posaubt sua aplicacdo na Odontologia. A
toxicidade de um material odontol6égico pode seliada através de testasvivo em animais
e humanos. Quando um novo produto é elaboradm-BEmecessaria a realizacdo de testes
laboratoriais nos quais entrara em contato, promibwesua utilizagdo clinica segura, dando

maiores subsidios para seu emprego (BUSSADOR) 20856).

Diante de algumas pesquisas que relataram inumeragriedades benéficas
apresentadas pela propolis e em decorréncia daciarée informacdes na literatura do
emprego da mesma na limpeza de cavidades, estdoesw propbe a realizar testes
preliminares de um extrato etandlico de propol@®4@(controle microbiologico, alteracdo de
cor, citotoxicidade e biocompatibilidade em moladesatos) a fim de verificar a viabilidade

de formular uma solucéo para limpeza de cavidadepreparos cavitarios.



2.0)REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1)Conhecendo a Prépolis

A propolis consiste em uma substancia resinosaadae transformada e utilizada
pelas abelhas com o propdsito de selar orificieseutes nas colméias, vedando a parede
interna da mesma e protegendo-a contra a entraiirdsos. Segundo relatos da literatura, a
propolis tem sido utilizada como produto medicidasde 300 a.C. (GHISALBERTI, 1979)
apresentando como caracteristicas: atividade actc@ena, antioxidante, antiinflamatoria,
antibiotica e antifangica (BURDOCK, 1998; BANSKOTAEZUCA, KADOTA, 2001,
MARCUCCI, 1995).

Os sacerdotes do antigo Egito utilizavam a préppésa embalsamar os mortos.
Posteriormente, 0s gregos passaram a utiliza-fmmaa de unglento e, por conseguinte, a
eles se deve a etimologia da palayma, que significa “em defesa de"épolis “cidade”, ou
seja, “em defesa da cidade” (ou colméia). Paisespeus, principalmente do leste, ha dois
mil anos utilizam a resina das colmeéias para tdaancas infecciosas. Também na colméia a
propolis tem a funcéo de evitar a entrada de ctaréa ar ou frio, embalsamar os cadaveres
dos inimigos que entram no interior da colméiaadb sua decomposicdo, envernizar o
interior (atuando como agente desinfetante) e wssfde crias antes que a rainha desove para
obter assepsia dos ninhos, protegendo-os contr@riasc e virus (ANDREA, COSTA,
CLARTON, 2005).

Breyer, em 1980, relatou que a propolis foi utdizadesde a antiguidade como
isolador para a execucdo de trepanacOes (operagi® sE abre o cranio) minimizando
infeccBes e, consequentemente, morte do paciemategulrra de bderes da Africa do Sul,

durante o periodo de 1899 a 1902, misturavam pgdpoin vaselina, formando uma pomada



que auxiliou na execucdo de aproximadamente 10frvaricOes cirargicas. Relatos de
Matsuno (1997), afirmaram também que a propolisurada a vaselina, no inicio desse
século, ja era utilizada sobre ferimentos, e tamb&mo pomada pos-operatoria em soldados
feridos na guerra, indicando o conhecimento depseler terapéutico. Aristoteles, em seu
livro denominado “Catalogo Animal”, registrou a polis como medicamento para tratar

abscessos e feridas, ou seja, utilizada no tratandeninfeccdes.

2.2)Composicao

Apresenta aroma caracteristico, cor variando emtnarelada, esverdeada clara ao
pardo escuro e consisténcia também variada, depéodia sua origem botanica. A propolis
é coletada pelas abelhapis melliferaem diferentes pontos das plantas: brotos, boloess
e exsudatos resinosos, sendo transportada a cploméla sdo acionadas e modificadas em
sua composicao, através de secrecdes propriasddbmms, como cera e secregdes salivares
essenciais ou, ainda, sendo resultante do proaesstigestdo do pélen (GHISALBERTI,
1979). As abelhas operarias da espéqgies melliferaremovem a propolis dos brotos e
secrecles resinosas presentes nas arvores. Aulavésias mandibulas e de suas patas,

realizam a mistura dessas secre¢fes com a ceetapa@intetizadas (MATSUNO, 1997).

...0S vegetais no estagio de brotos estdo vulnisrawaicrorganismos e insetos; para
se proteger, produzem enzimas que funcionam conamtsorpos dos humanos. A

colméia, que guarda o néctar da plantas, ficatialigente vulneravel a invasores.
Ocorre que as abelhas aprenderam a coletar asangine protegem 0s vegetais,
fechando com elas a parte externa das colméiasKP2007).

A composicao da propolis varia de acordo com ol [deacoleta e da espécie vegetal
utilizada pelas abelhas na sua confeccdo. Algungonentes estdo presentes em todas as
amostras, enquanto outros ocorrem somente em Eauadhidas de espécies particulares de
plantas. Estudos com o proposito de verificar apmsigdo da propolis mostraram que mais

de trezentas substancias foram identificadas, cadominancia de flavondides (flavonas,



flavondis, flavononas) das quais se destacam: ga@ancrisina, tectocrisina, pinocembrina,
campferol e quercetina, bem como os aldeidos arcwsdivanilina e isovanilina), cumarinas,
acidos fendlicos (acido caféico, ferulico, cinamieocumarico), acidos organicos (acido
benzdico) e alguns oligoelementos, tais como: alionivanadio, ferro, calcio, silicio,
manganés, estroncio, e vitaminas B1, B2, B6 e CNBAVA, POPOV, MAREKOV, 1989;
BANKOVA, CASTRO, MARCUCCI, 2000; MARCUCCI et al, 20).

Além de estar diretamente relacionada a ecologiaflela de cada regido, a
composicdo quimica da propolis também depende gqecies das abelhas. Segundo
Ghisalberti (1979), de modo geral, a propolis € posta por 50-60% de resinas e balsamos,
30-40% de ceras, 5-10% de Oleos essenciais, 5%#Ads de poélen, além de micro-elementos
como aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, gerés e pequenas quantidades de vitaminas
B1, B2, B6,C e E.

Park et al (1998) estudaram a preparacao dos extdast propolis utilizando agua e
diferentes concentracées de etanol (60, 70 e 86@tparando-as quanto ao espectro de
absorgcéo por espectrofotometria na regido ultrataopor cromatografia delgada de alta
performance, cromatografia liquida de alta efid@&n¢CLAE), efeito antimicrobiano,
antioxidante e antiinflamatorio. Os resultados mewai que o pico de absor¢do maxima de
todos os extratos foi de 290nm, sendo o extratodbtd a 80% o0 que apresentou maior
absorcdo. A maioria dos flavandides foi extraidacoacentragdo alcoodlica entre 60 a 80%.
Em relagédo a atividade antimicrobiana, constatayaenas concentrages 70 e 80% inibiram
0 crescimento microbiano e apresentaram grandeladie® antioxidante e o extrato a 80% foi
0 que apresentou melhor resultado sobre a inilnlg&aividade da enzima hialuronidase.

Ishida (2006) tracou o perfil quimico de amostrappdpolis amazonense através de
andlises como reagfes de identificacdo para hidiwéxiendlicos, espectrofotometria U.V.,

espectrofotometria infravermelho, cromatografiaogasacoplada a espectrofotometro de



massa (CG/EM) e cromatografia liquida de alta @ficia (HPLC). Os resultados obtidos com
as reacdes de identificacdo de hidroxidos fendlieoscom espectrofotbmetro U.V.
demonstraram a presenca de substancias aromaticaspal compostos fendlicos. Os
espectros infravermelhos apresentaram variacde antostras, demonstrando que algumas
apresentavam maior quantidade de substancias dasols andlises realizadas através do
CG/EM e HPLC mostraram que o0s principais constiasinsdo benzofenonas preniladas,
divergindo dos compostos normalmente encontradogr@@olis brasileira. Triterpendides
pentaciclicos, tais como a alfa e beta-amirinasptan foram encontradas, sugerindo que a
propolis da regido amazonica pode ser provenientspécie do géne@lusia

Daugsch et al (2007) estudaram a prépolis vermelsiaa origem botanica através de
amostras coletadas nos manguezais dos estadosaibaP&ernambuco, Alagoas, Sergipe e
Bahia. As abelhas foram observadas coletando eitsudainoso vermelho dBalbergia
ecastophyllun{familia Leguminosae-Papilionatdgara producdo de propolis. Utilizaram os
métodos cromatograficos CLAE-FR e CCDAE-FR pardisaraos flavanéides da propolis e
da resina vermelha. Concluiram que a origem baéaxia propolis vermelha é B.
ecastophyllume que quando é coletada exclusivamente desta pégresenta atividade
antimicrobiana maior do que aquela misturada aaeuplantas. Nas areas ondeDa
ecastophyllung rara ou ndo esta presente, as abelhas coletantrds plantas.

Os efeitos terapéuticos da propolis tém sido dtlitmi aos diversos compostos
fendlicos que compdem a mesma. Destes, os flavemgmbdem ser considerados os
principais compostos, encontrando-se ainda, algaoitos fendlicos e seus ésteres, aldeidos
fendlicos e seus ésteres, alcodis e cetonas (BANKOROPOV, MAREKOV, 1983;
BANKOVA et al, 1992).

Fatores como a ecologia vegetal da oegiile a prépolis foi coletada (PARK et al,

1995; PARK, KOO, CONTADO, 1997) e, até mesmo, dadlidade genética das rainhas,



também influenciam na composicdo quimica da prép&egundo a CONAPIS (2007), a
propolis ideal é aquela produzida em regibes omigtaeo0 minimo possivel de poluicao
ambiental, longe dos centros urbanos e de fabguagmitam poluentes.

Park et al (2002) avaliaram a prépolis produzidauiado Brasil, Argentina e Uruguai
em busca de evidéncias fitoquimicas de sua origemgetal por meio de técnicas
cromatograficas. Relataram que a composicao dalsaepende da época, vegetacéo e area
da coleta. Apés os resultados obtidos por CCDAEERAE-FR e CG-EM, as prépolis do
Sul do Brasil foram classificadas em 5 grupos wligsi, conforme os componentes quimicos
encontrados. Com base nas evidéncias fitoquimRagulus albafoi identificada como a
principal fonte de propolis do grupo 3 (quimicangesimilar a resina do alamo) do sul do
Brasil, Argentina e Uruguai.

Alencar et al (2005) realizaram analises fitoquaside propolis produzidas através de
Baccharis dracunculioflialalecrim-do-campo) por abelh&gis melliferaafricanizadas nos
estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. Os autoadaregh presenca de alta proporcéo de
artepilin C e outros derivados do acido cindmicomCbase nas evidéncias fitoquimicBs,
dracunculifolia foi identificada como a principal fonte vegetasdardpolis produzidas nos

estados de Sao Paulo e Minas Gerais.

2.3)Emprego da prépolis

A propolis tem se tornado popular como alimentodasal, sendo utilizada
extensivamente em alimentos e bebidas em variagespalo mundo, trazendo como
beneficios, mais saude, e agindo também na prevatg@loencas, tais como inflamacgdes,
doencas cardiacas, diabetes, cancer, etc. (SHOURN, CHAGZHENG, 2004). Dentre

produtos apicolas como mel, geléia real, pllerreemitros, a prépolis vem se destacando



tanto pelas suas propriedades terapéuticas, comas patividades antimicrobiana,
antiinflamatoéria, cicatrizante, anestésica (BANKOKAPOPOV, MAREKOV, 1998;
GHISALBERTI, 1979) e anticariogénica (PARK et aQ98), quanto pela possibilidade de
aplicacdo na industria farmacéutica e alimenticea farma de alimentos funcionais.
Atualmente existem diversos produtos contendo piipgae estdo sendo comercializados em
todo mundo, principalmente no Japao, como balas;atates, doces, xampus, cremes para
pele, solucdes anti-sépticas e pastas de dente ERTMANN, 1991).

Hoje o Brasil € o maior exportador de propolis padapao, Estados Unidos e Europa,
e pode ampliar a balangca comercial com a comprovagd qualidade de seus produtos
(ROSA, 2000). Segundo Levya (1989), dentro de cattaéia vivem em torno de cinquenta
a sessenta mil abelhas sob uma temperatura méditenor de 30°C, sendo esta ideal para o
crescimento de larvas. O autor também afirma dl@aecoldgica da regido consiste em um
fator de fundamental importancia na determinacao adaacteristicas quimicas da propolis,
através dos ciclos evolutivos das plantas proveddearesinas (floracdo e frutificacdo) e dos
fatores climaticos.

Grégio et al (2005) avaliaram o efeito da prop#élms melliferasobre o processo de
reparo de lesdes ulceradas na mucosa bucal de Fat@sn utilizados 60 ratos machos da
linhagemwistar, divididos em 2 grupos: controle (receberam s@ilbgico) e tratado (a
base de extrato alcodlico de prépolis a 30%). livdoz les6es ulceradas no dorso da lingua
através da aplicacdo de hidréxido de sodio a 40%resdltado mais significativo foi
observado nos animais tratados com extrato aladécpropolis aos 21 dias, onde nao foi
observado sinal flogistico em nenhum animal desspog enquanto que nos animais do
grupo controle, trés dos seis ratos ainda exibi#itirado inflamat6rio moderado no tecido

conjuntivo subjacente a area em que havia a ldsécada.



2.4)Atividade Antimicrobiana

Gebara, Zardetto e Mayer (1996) avaliaram a acdimni@nobiana de substancias
naturais sobr&. mutang S. sobrinusAs substancias testadas foram: cacau, tomilheiasal
malva e propolis. O tomilho, o cacau e a propg@iesentaram atividade antibacteriana frente
aos microrganismos testados, ja as tinturas déeasahalva e camomila ndo apresentaram a
mesma atividade. Na analise de inibicdo sobreSosnutanse S. sobrinus a propolis
apresentou resultado efetivo em menor concentr&@b,mg/mL. Esses resultados sugerem
a possibilidade do uso dessas substancias no lowkas bactérias presentes no biofilme
dental.

Park et al, em 1998, avaliaram a atividade do ex#tandlico de propolis (EEP) sobre
0s Streptococcus mutangrincipal microrganismo responsavel pela lesagosa, e pela
enzima secretada por este, responsavel pela agedEnoutros microrganismos a superficie
dental denominada glicosiltransferase. Para avaliacdo da propolis sobre a atividade da
glicosiltransferase foram organizados tubos comtemdnistura da reagdo enzimatica com o
EEP, enquanto que para a observacdo da acédo #aitwaa foram utilizados discos que
continham o EEP sobre placas que haviam sido sawmgaal S mutans Observaram a
inibicdo da acdo da glicosiltransferase e durar&stara das placas foram notados halos de
inibicdo extensos, confirmando a propriedade amtigénica da propolis.

Bianchini e Bedendo (1998) avaliaram o efeito aético do extrato aquoso de
propolis em varias concentracdes testando cinc@cesp de bactérias fitopatogénicas:
Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensubsp. michiganensis Erwinia
chrysantheni, Pseudomonas syringae tabaci e Xanthomonas axonopo@& phaseoli O
estudo foi realizado utilizando nutriente-agar eodb concentracdes de préopolis a 0,1%, 1%

e 10%. Bactérias provenientes de colbnias de 4&shde crescimento foram repicadas para o



centro da placa de Petri contendo o meio de culsgnado 5 placas com propolis e 5 placas
sem propolis. A avaliacdo foi feita visualmente t@oceiro dia apds a repicagem. Os
resultados mostraram quigrobacterium tumefaciens, Clavibacter michigangrsibsp.
Michiganensise Xanthomonas axonopodms. phaseoliforam completamente inibidas em
meio de cultura contendo extrato de propolis a 1®Brwinia chrysanthenfoi parcialmente
inibida, enquantoPseudomonas syringapv. tabaci mostrou-se insensivel ao extrato.
Resultados idénticos foram observados quando almdipi incorporada ao meio antes e
apos a autoclavagem, mostrando que a substane radi extrato ndo € termo-sensivel.
Através desse estudo, os autores concluiram oaieagial da propolis como antibiético para
o controle de bactérias fitopatogénicas.

Bosio et al (2000) estudaram a atividade da prémabre dStreptococcus pyogenes
um dos principais microrganismos responsaveis pershs infeccdes otorrinolaringoldgicas.
A atividade antibacteriana foi determinada pelasceatracdes inibitdrias minimas (CIMs) e
concentracdes bactericidas minimas (CBMs). Os teaigd demonstraram a efetividaide
vitro da propolis sobre 8. pyogenessugerindo a utilizacdo desse medicamento natunal
infecgBes otorrinolaringoldgicas. Os autores cdn@in que a atividade antibacteriana da
propolis provavelmente tem como mecanismo de ac@ovbgdo do RNA polimerase da
bactéria por seus flavondides.

Ota et al (2001) avaliaramvitro propriedades antifungicas da propolis brasilemna e
80 cepas d€andida spdivididas emCandida albicans, Candida tropicali€andida krusei
e Candida guilliermondii Todas se mostraram sensiveis ao extrato etarddiqoopolis. Os
autores analisaram também, através de uma pedguseo, a quantidade d€andida sp.
presente na saliva de pacientes usuarios de prtitedeque apresentavam estomatite. Os

pacientes fizeram uso de um bochecho de prépodis dezes ao dia durante duas semanas.



Ao final da pesquisa, os autores observaram dimg@auisignificativa na quantidade de
Candidasp. na saliva desses pacientes, sugerindo agéilngida da propolis.

Koo et al (2002) avaliaram um enxaguatorio a basprdpolis sobre o biofilme. Para
isso, 0s voluntarios envolvidos na pesquisa nd@aeam higiene oral por trés dias, além de
bochecharem solucdo com 20% de sacarose 5 vezhks. &ara avaliar a eficacia do extrato
da proépolis, os voluntarios realizaram bochechas solucéo a base de prépolis duas vezes
ao dia. Os resultados demonstraram que o coluadvase de propolis foi eficiente na reducéo
da formacdo do biofilme supragengival e a conceatrade polissacarideos insollveis no
biofilme diminuiu em 67,7%. Os autores afirmarane @upropolis pode ser um novo agente
na prevencdo de patologias orais. Porém, outraquigas ainda sao necessarias para
identificar os componentes responsaveis pela soasi@dades biologicas.

Gebara, Lima e Mayer (2002) avaliaram a atividadBbacteriana do extrato de
propolis sobre patégenos periodontais e sobre ng@nismo causadores de infec¢des graves
da cavidade oral. Foram testados o0s seguintes ng&rnsmos: Prevotella intermedia,
Prevotella melaninogenica, Porphyromonas gigivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga gingivalissobacterium nucleatum, Candida
albicans, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia edtaphylacoccus aureugodas as
cepas testadas foram susceptiveis ao extrato Olsadess positivos sugeriram que o extrato
de prépolis pode ser utilizado, futuramente, nagtier periodontal.

Vargas et al (2004) avaliaram a acdo antibactedangropolis através da inoculacdo
de placas de agar BHI contendo 5% de extrato ateode propolis a 50% em solugéo de
alcool etilico 96°GL, com in6culo bacteriano de 11X células mL'. Testaram 161 isolados
bacterianos, Gram-positivo e Gram-negativo. Obsamajue os isolados foram sensiveis ao
extrato, pois ndo ocorreu crescimento bacterianglawa apdés 72 horas de incubacgéo a 37°C.

O extrato alcodlico de propolis a 50% foi capazxiercer acdo antibacteriana efetiva contra a



maioria dos isolados testados, inibindo o crescimele 67,7% das amostras Necardia
asteroides, Staphylococcusp, Streptococcussp, Rhodococcus equi, Salmonelsp,
Escherichia coli, Proteus mirabilie Pseudomonas aeruginosass bactérias Gram-positivas
mostraram-se mais sensiveis (92,6%) ao extratadiesto que as Gram-negativas (42,5%).
Dentre as bactérias avaliadas,Nacardia asteroidedoi a bactéria Gram-positiva mais
sensivel (100%) ePseudomonas aeruginosas Gram-negativa que apresentou maior
sensibilidade (72,41%) ao extrato de propolis.

Silici et al (2005) estudaram a atividade antif@agile propolis coletadas de diferentes
racas de abelhas frente a fungos isolados de pesieom micoses superficiais. Os valores da
concentracao inibitéria minima (CIM) foram obtidadizando métodos de diluicdo em agar,
comparando os diametros das zonas de inibicawéate métodos de difusédo. Os resultados
mostraram que @andida albicans, Candida glabrata, Trichosporomp.sg Rhodotorula sp.
foram susceptiveis a baixas concentracfes de [sogeélacionadas as outras propolis
testadas, as amostras de propolis coletadas pélahaa Apis mellifera caucasica
apresentaram maior atividade antifiangica frenteodags as micoses superficiais. Em
contrapartida, as amostras de préopolis obtidasApis mellifera carnicae Apis mellifera
anatolica apresentaram as piores atividades. As amostrapr@mlis da regido Adana
(Turguia) se mostraram mais ativas que as amaasasutras regides. Aumentos nos valores
da CIM foram acompanhados da diminuicdo dos diasettas zonas de inibicdo de
crescimento.

Yaghoubi et al (2006) avaliaram a atividade artiobiana do extrato etandlico de
prépolis Iraniano utilizando o método de discos ddusdo sobre os seguintes
microrganismos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermiBasgillus subtilis
Bacillus cereus, Bacillus liqueiniformisCandida albicans Salmonella enteritidis,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniaeProteus vulgaris O EEP apresentou atividade



antimicrobiana frente aos microrganismos Gram-post e fungos. Porém, nenhuma
atividade antimicrobiana foi apresentada em relag# Gram-negativos. Na cromatografia
de camada delgada foi revelada a presenca de pibdoa, acido caféico, campferol, crisina
e galangina (corante). O total de flavonoides élfeos foi 7,3% e 36%, respectivamente,
fato este que sugere que a forte atividade antiii@na da prépolis Iraniana pode ser devido
aos altos niveis de fendlicos e compostos flavasoid

Almeida et al (2006) avaliaram uma solucao antitisa@ base de extrato de prépolis
sobre os indices clinicos e contagentStieptococcus mutanBrepararam uma solugcéo para
bochecho a base de propolis (6,25%) a partir daerdracdo inibitéria minima, sendo
considerada a solucdo teste e compararam-na acoleopbsitivo: clorexidina (0,12%).
Através de um ensaio clinico cruzado, 15 criang¢digaram a solucéo teste durante 15 dias
consecutivos e, com intervalo de 21 dias, realmabmchechos com clorexidina. Foram
coletados os indices para acumulo de biofilme @ddenca gengival antes e 24 horas apés o
uso das solugdes. Os autores realizaram a contdg&nmutansie amostras da saliva nos
seguintes periodos: antes e 24 horas, 07 diasjat5ed21 dias apds o final de ambos os
bochechos. Os resultados indicaram que a solucag@rdigolis apresentou satisfatoria
atividade antimicrobiana, semelhante a acao daxiltina, atuando na presenca de biofilme e
doenca gengival.

Speranca et al (2007) avaliaram extratos alcoolides prépolis em diferentes
concentragdes através de testes de difusaotro em culturas mistas oriundas de bolsas
periodontais, em condicbes de anaerobiose famdtadi microaerofilia. A leitura e a
mensuracdo dos halos de inibicAo foram realizadesvés de régua milimetrada e
computacdo grafica. Os resultados encontrados amastr que os extratos em todas as
concentracdes testadas inibiram o crescimento fiawbe As solugdes utilizadas foram de

30%, 20%, 10% e 5%, que na condicdo de anaerobiaseltativa apresentaram,



respectivamente, valores médios de halo de inibagd6,20mm, 15,41mm, 15,11mm e
13,07mm; na condicdo de microaerofilia os valoréslios foram de 16,12mm, 15,03mm,
14,10mm, 13,20mm, respectivamente.

Da Silva (2005) avaliou a acdo de Nistatina, Flazoh e gel orabase de prépolis
sobre a superficie de resina acrilica. Corpos-degr(3,0 x 2,5 x 0,5 cm) foram
confeccionados em resina polimerizada no banhogda &Classico, grupos 1 a 5) ou por
energia de microondas (OndaCryl, grupos 6 a 10ysAgpconfeccao, os espécimes receberam
acabamento e polimento e a rugosidade superfigidulo de contato, energia livre de
superficie (ELS) e dureza de superficie (DS) foraemsuradas. Os espécimes foram imersos
nas substancias teste e controle. As superficiegnf@scovadas com dentifricio e escova
macia 3 vezes ao dia durante o tratamento. Os nugosmersdo foram substituidos
diariamente. Novas mensuracfes para as variaveis) fexecutadas apos 14 dias de imerséo.
Os resultados mostraram que a rugosidade supédioi@entou para ambas as resinas sendo a
prépolis e os antifungicos responsaveis pelo maionento e diferente dos demais (Tukey, p
< 0,05). Para a energia livre de superficie e @ngld contato ndo foram encontradas
diferencas (Tukey, p > 0,05) entre as resinasieasil Concluiu-se que os antifiingicos podem
interferir nas propriedades da superficie de reanrdica que sdo associadas a adesdo de
microrganismos.

Costa et al (2008) avaliaram a atividade antimiemad de 11 substancias: 1) extrato
de propolis verde; 2) Pasta Guedes-Pinto (iodofdrmPMCC + Rifocort®); 3)extrato de
prépolis verde + Rifocort® + iodoférmio; 4) Rifod® + extrato de prépolis verde; 5)
hidroxido de calcio + extrato de propolis verdeh&)roxido de calcio + soro fisioldgico; 7)
iodoférmio + extrato de prépolis verde; 8) iodoféwmt soro fisioldgico; 9) Rifocort®; 10)
PMCC canforado e 11) soro fisiolégico (controle ateg) contra cepas dEnterococcus

faecalis No estudo, utilizaram a técnica de difusdo enr afavés do método do poco e



obtiveram os seguintes resultadosRifocort®, o Rifocort® com extrato de propolisrade, a
pasta Guedes-Pinto, a pasta de propolis verde cibocoR® e iodoférmio e o PMCC
apresentaram acao antimicrobiana contr. daecalissignificativamente superior quando
comparadas as demais substancias testadas. Adpdsitéroxido de calcio + propolis verde, a
solucéo de extrato de propolis verde, a pasta di@féanio com solucédo de propolis verde
apresentaram menor atividade antimicrobiana, naeerfilp diferenca estatisticamente
significativa entre si. O soro fisioldgico, a pad&ahidroxido de calcio com soro fisiolégico e
a pasta de iodoférmio com soro fisiologico ndo sgngaram atividade antimicrobiana. Os
autores concluiram que a solucdo de extrato deofsOperde apresentou baixa atividade
antimicrobiana contra &. faecalise, dentre as substancias testadas, o Rifocort® exmiceu
maior acdo antimicrobiana.

Sanchez-Ayala, Silveira e Santos (2008) avaliaragfeitto do extrato etandlico de
propolis nas concentracdoes 20 e 40% sobre a ag¢dmcariana do hidroxido de calcio.
Foram preparadas suspensdes contendd cBlulas/mL das bactérias Gram-positivas
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, $kagbccus saprophyticug Gram-
negativasPseudomonas aeruginossEscherichia coli Aliquotas de 0,1 mL das suspensdes
foram semeadas em duplicata, em Agar Miiller HinDiscos de papel de filtro foram
embebidos em extratos etandlicos de propolis a 20%, em Ca(OH)preparado com 0s
referidos extratos de propolis e Ca(@H)eparado em solugéo fisioldgica, sendo em seguida
posicionados sobre o meio de cultura. As placaasrfoncubadas a 37°C durante 24h e os
halos de inibicdo do crescimento bacteriano foraedidos. Os autores verificaram que
Ca(OH) em solucdo fisiolégica mostrou maior halo de irébi do crescimento bacteriano
(p<0.001) em comparacdo com o hidroxido de caloépgrado com propolis, tanto frente a
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas.(04). Os resultados sugerem que o0

hidroxido de célcio associado a propolis tem meatividade antibacteriana e estudos



posteriores devem verificar se a caracteristicangea da propolis pode ter dificultado a

difusdo e, consequente, acdo antibacteriana dorda(O

2.5)Controle Microbiolégico do Extrato

A instrucdo normativa do Ministério da Agriculturé3 de 19 de janeiro de 2001, que
regulamenta a identidade e qualidade de extratosr@molis, alega que os contaminantes
organicos e inorganicos nao devem estar preseatproduto em quantidades superiores aos
limites estabelecidos pelo regulamento vigente.

Furlaneto et al (2004) analisaram dez amostrasrogad vegetais comercializadas
livremente nas ruas da cidade de Londrina/PR guagtmlidade microbiolégica antes e ap0s
0 processo de infusdo. Nas drogas vegetais antpgodesso de infusdo, constataram cargas
de microrganismos aerobios mesofilos vidveis vdoase 1 x 103 a 1 x 107 UFC/g, bolores e
leveduras de 4 x 102 a 4 x 103 UFC/g e presengntdzobactérias a 102 UFC/g, em uma
Gnica amostra. Nos infusos, as cargas microbiam@aminantes de mesofilos e de bolores e
leveduras foram menores. N&o houve presenca deokatéerias nas amostras apds o
tratamento de infusdo, nem presenc¢é&Stgphylococcus aureusas amostras analisadas. Os
autores concluiram que as drogas vegetais tesegtagam em condi¢cdes de qualidade
sanitaria precérias para consumo, segundo padrSibetecidos, indicando condi¢des
insatisfatorias de armazenamento e comercializacao.

Yamamoto et al (2004) avaliaram a qualidade micldgica de produtos de
industrias farmacéuticas, cosméticas, fitoterapedarmacias de manipulacdo da regido da
Zona da Mata. Foram analisadas 240 amostras ecadaf a presenca dos microrganismos

patogénicosEscherichia coli, Pseudomonas aeruginoSalmonellaspp e Staphylococcus



aureus. Dentre as amostras analisadas, 7,7% foram reprevaua presenca de
microrganismos acima do limite maximo.

Medeiros et al (2007) estudaram a qualidade doslupse comercializados por
farmacias de manipulacdo. Foram adquiridas novesas) as quais foram analisadas pelo
método de contagem em placBe(r Platg. Os autores observaram que 55,5 % das amostras
estudadas ndo apresentaram valores significatianes gpntagem de microrganismos viaveis
dentro dos limites especificados pela FarmacopéssiBira. Foi observada a presenca de
Staphylococcus aureus Salmonellanas amostras estudadas. Verificaram também que o0s
provaveis fungos encontrados nas amostras podsegamos seguintes génerdspergillus,
Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Microsporunpiéermophytore Phialophora.Diante
dos resultados obtidos, os autores ressaltaramardgrnecessidade da implantacdo das
normas estabelecidas pela RDC n° 33, que regeaat@gada qualidade referente ao controle

microbioldgico interno de produtos ndo-estéreis.

2.6)Citotoxicidade

2.6.1)Teste déirtemia franciscana

A Artemia franciscanaconsiste em um microcrustaceo amplamente utilizaho
experimentos com o intuito de detectar o poterumiahtivo de algumas substancias, dentre
elas, extratos de plantas. S&o artropodes da dassk&ceo, possuem cistos de baixo custo
facilmente encontrados no comércio, e permanecedweid por anos no estado seco
(MEYER, 1982). O ensaio de testes citotoxicos a#ilido Artemia franciscanaem sido
introduzido na rotina em muitos grupos de pesqiiBBJLLIER, HORTA, FALKENBERG,

2006), sendo uteis para o desenvolvimento de neeitéds e para testar materiais dentarios.



A citotoxicidade pode ser aferida através da camade células, capacidade proliferadora e

determinacao da atividade enzimatica (PELKA e2@00).

O bioensaio dértemia franciscana simples, rapido, pratico, permite que um grande
namero de amostras sejam processadas adequadanedté para avaliar a toxidez de uma
grande variedade de extratos (RICE, MANESS, 208@mia franciscangode ser utilizada
sozinha, como uma unica espécie de teste de tagieidu combinada com outros estudos
simultaneamente (NUNES et al, 2005).

Esse teste vem se popularizando no meio cientifeado ao baixo custo para
implantacdo e manutencéo de culturas. Além dissonbstrada uma importante correlacéao
de testesn vivo com varios extratos de plantas e testesitro (r = 0,85, p < 0,05), e
concluiram que o bioensaio cdin franciscandoi a ferramenta mais vantajosa para predizer
uma toxicidade oral aguda dos extratos de plaP®ARRA et al, 2001).

Fontenele et al (1988) avaliaram a toxicidade ddsats de nove plantas medicinais
gue apresentam atividade antibiética e que sdaipudas ampla e indiscriminadamente pela
populacao lippia didoides, Lippia gracillis, Stenocalyx mithePunica granatum, Mimosa
hostilis, Psidium guajava, Ccombretum leprosum, tk@ncf. rotundifolia e Coleus
amboinicu$. Foram obtidos extratos (aquoso, acetdnico eo@idodlico) de cada planta e,
em seguida, foi testada a concentracdo inibitériaima (CIM). Dos extratos aquosos,
somente os d@unica granatum, Stenocalyx michedliPsidium guajas apresentaram uma
taxa de sobrevivéncia de 92, 79 e 91%, respectivem® extrato acetonico d&enocalyx
michellie Combretum leprosumpresentaram, respectivamente, uma taxa de soénelavde
81 e 96%, e o extrato hidroalcodlico @embretum leprosunyma taxa de sobrevivéncia de
73%. Os demais extratos ndo apresentaram sobré&ssvelontudo, dentre os dezoito extratos

diferentes de plantas, somente seis extratos méeepgaram toxicidadefxtemia salina



Cavalcante et al (2000) estudaram a sintese detti@inas substituidas e avaliaram
a toxicidade frente @&rtemia salina Os compostos sintetizados foram testados quanto a
toxicidade geral utilizando o bioensaio de letaleldrente aArtemiasalina. A toxicidade a
Artemia salinafoi determinada através da dose letal de 50% ([Pp&fa os microcrustaceos.
Os derivados 1,3,5-triazinicos foram ensaiados etongentracdes diferentes em tubos de
ensaio contendo agua do mar artificial e 10 nasphs larvas vivas e mortas foram contadas
apos 24 horas e os valores de DL50 determinadastia gas equacdes obtidas por regressao
linear. Os ensaios foram realizados em quintu@ljcassim como o ensaio controle. O
bioensaio utilizando a letalidade dartemia salina apresentou-se simples e eficiente,
indicando resultados interessantes para 0s congessaiados.

Sallenave-Namont et al (2000) avaliaram a toxickdael fungos saprofitos isolados do
solo, agua do mar e mariscos. Foram identificaB@sedpécies, sendo 68% deReicillium,
Aspergillus Trichodermae CladosporiumPara avaliar a toxicidade, os autores utilizaram o
teste de Artemia salina. O resultado demonstrou que 35,5% das espécieadasst
apresentaram toxicidade frente Atemia salina confirmando a existéncia de fungos
saprofiticos em mariscos e sugerindo risco potedeiacontaminacdo ao serem consumidos
na alimentacéo.

Moreira et al (2003) pesquisaram o efeito citotoxidos extratos déaccharis
pseudotenuifolia utilizando ensaios corrtemia salina.Os extratos em cloroférmio e em
metanol de folhas da espé@accharis pseudotenuifoliloram submetidos ao bioensaio de
toxicidade sobréArtemia salina sendo que ambos foram considerados ativos (TAS00
ppm). A maior atividade concentrou-se no extratwafbrmico (TAS = 115 ppm), no qual os
autores detectaram a presenca do triterpeno at@dodico. A realizacdo do bioensaio com

0s compostos isolados demonstrou que o acido diean@AS = 85 ppm) pode ser o



principio ativo responsavel pela atividade do datracloroférmico da Baccharis
pseudotenuifolia

Olguin et al (2005) avaliaram o potencial biol@yaielopatico dos extratos hexanico,
acetato de etila e metanolico da raiaanonia tweediangassa peixe). Realizaram testes de
toxicidade sobrértemia salinae, verificaram que dos extratos hexanicos, acetatetite e
metanolico da raiz ddernonia tweedianéassa peixe) somente o extrato hexanico é bioativo

Lhullier, Horta e Falkenberg (2006) utilizaram ostee de Artemia salina para
avaliacao de extratos de macro-algas bénticasmistaas foram coletadas de algas marinhas
de 19 espécies (sendo 4 pertencentes ao filo Gitigta, 5 ao filo Phaeophyta e 10 ao filo
Rhodophyta) em dois locais do litoral catarine@®eservaram-se diferencas entre as espécies
de um mesmo géner@@dium decorticature Codium isthmocladiujre também a influéncia

de fatores ambientaislypnea musciformjsna toxicidade dos extratos.

2.7)Alteracéo Cromatica

Fondriest (2003) apresentou a classificagdo tedsional de cor descrita por Albert
Munsell, em 1917. As trés dimensdes s&o: mdi{ brilho (rightnes$ e saturacdo
(chromg. Matiz € a qualidade que distingue uma familiacdees da outra. E especificada
como o comprimento de onda de luz dominante mesa® agcor em si ndo possa ser
distinguida. O brilho é a quantidade de luz querret do objeto, sendo descrito como a
escala do branco para o preto. A saturacdo érsideele do matiz.

Em revisdo de literatura, Joiner (2004) afirmou qdenédmeno da cor € uma resposta
psicofisica para a interacdo fisica da energiaudecbm um objeto e uma experiéncia
subjetiva de um observador individual. A cor dedente € determinada pela combinacéo de

propriedades Opticas. Quando a luz encontra umedentatro fenébmenos associados a



interacdo do fluxo de luz e do dente podem serrilesca transmissédo especular da luz
atraveés do dente, reflexdo especular de luz nafgtipereflexdo difusa de luz na superficie e
absorcéo e dispersao de luz dentro dos tecidoaident

Ledo (2005), em seu estudo sobre controle de c®rimagens digitais, define o
modelo HSB como um sistema digital de identificagéaores baseado na percepcdo humana
das cores a partir de 3 propriedades fundamembaitz, saturacéo e brilho. O autor concluiu
que 0 sucesso na implementacdo do gerenciamentoreg esta baseado no conhecimento
dos equipamentos utilizados para medir as corasaarelhor aplicabilidade, bem como o
principio de funcionamento dos dispositivos a seralibrados e caracterizados.

Costa-e-Silva, Bandeira e Parente (2007) avaliarawmitro a estabilidade de cor de
alguns compdésitos de ultima geracdo quando expasbebidagia Regido Amazbnica com
alto teor de corante, em diferentes tempos de @gmsForam confeccionados 240 corpos-
de-prova (CP) de quatro resinas compostas no rA&tiA cor inicial das resinas (TO) foi
registrada fotograficamente utilizando a maquinaddaEOS Rebel XTi 10Mp. Os CP foram
divididos em 4 grupos (n=15): G1 (café), G2 (sueocagai), G3 (guarana energético) e G4
(controle-agua deionizada), colocados em banhoamsob constante agitacdo, a temperatura
de 37°C. Os CP foram submetidos a solu¢gbes de desatizacdo (6h) e remineralizagao
(18h) durante 30 dias. Diariamente os grupos fanaensos nas solug¢des corantes durante 15
minutos. Apos 07, 15 e 30 dias realizaram novosstreg fotograficos (T1, T2 e T3). As
imagens foram analisadas pelo programa Corel PHPADIT 12 para a identificagdo das
cores atraves do sistema HSB. Na maioria das ssdueStadas, a alteracdo de cor ocorreu na
primeira semana. Comparando a alteragdo de correisas em relacdo as solucdes,
observou-se que a resina 1 (Natural Look) apreseaaiteracao de cor no acai, as resinas 2 e 3
(Z350 e 4Seasons) apresentaram alteracdo de aafé@ no guarana e a resina 4 (Opallis)

apresentou alteragdo de cor em todas as solugiadds. Os autores concluiram que todos os



materiais sofreram alteracdo de cor significatinente as bebidas de consumo da Regiéo

Amazobnica com alto teor de corante.

2.8)Biocompatibilidade

Scheller (1978) avaliou a influéncia do extratonétmo de propolis sobre a
regeneracao pulpar. O estudo foi realizado emadas, totalizando 48 dentes. Nos elementos
dentarios foram realizados preparos cavitariosseldsaté ocorrer exposi¢cao pulpar. Em
seguida, as cavidades foram lavadas com soluc&oakidolica de propolis a 5% e, na
sequéncia, aplicada prépolis em estado soélido salpelpa dental. Apés 28 dias, os cées
foram sacrificados e realizados cortes histologams dentes. Os autores verificaram que tal
procedimento provocou reducao dos distarbios atdubs e processos inflamatorios, com a
formacdo de colageno e ponte de dentina.

Bretz et al (1999) realizaram estudos com ratasaé avaliar o emprego da propolis
em exposicdo pulpar, tendo como grupo controle drokido de calcio. Os autores
compararam a reorganizagdo e vascularizacdo nateglolpa, sendo observada melhor
resposta no emprego da propolis ap6s 07 dias. Mp@bas, observou-se que o hidroxido de
calcio apresentou resultado superior a prépolisddebaixa resposta inflamatéria e por
conferir estabilidade a populagédo bacteriana. Coampl a propolis e o hidroxido de célcio
em relacdo a formacao de pontes de dentina e repagdo de tecidos moles, a prépolis foi a
mais eficaz.

Sabir et al (2005) avaliaram a resposta pulparedged de ratos quando realizado o
capeamento pulpar direto com propolis. Cavidadassel | foram preparadas na face oclusal
de primeiros molares até o momento da exposi¢cdoapuEm seguida, os animais foram

divididos em grupos e em cada um deles, a polgbeecdiferentes tratamentos: capeamento



com oOxido de zinco, propolis com componentes flénaes ou propolis sem componentes
flavondides. Os autores observaram que em polgesadas com prépolis que apresentavam
flavondides ndo se observou inflamacgéo e houveateapnento de dentina reparadora. Ja em
polpas que haviam sido capeadas com propolis sempatentes flavonoides e em polpas
capeadas com oOxido de zinco, a inflamacao estaseipte e ndo houve formacéo de ponte de
dentina. Os autores sugeriram que atividade alatmatoria da prépolis € proveniente de seus
componentes flavondides.

Reis (2005) realizou um estudo em relacdo a prdgdes fisico-quimicas (liberagcéo
de calcio e pH) e biocompatibilidade em tecido stdreeo de ratos das pastas a base de
hidroxido de célcio. Nos resultados, os autoregmasam que as pastas UltraCal, Calcicur e
controle mantiveram-se com pH acima de 12 até &6. dNa pasta UltraCal, a liberacéo de
ions hidroxila e célcio ocorreu de forma mais lemtgradual. A liberacdo de ions célcio e
hidroxila das pastas controle e Calcicur, ocorredodma mais rapida, até 45 dias. As pastas
controle, Calcicur e UltraCal mostraram um compu#gato biolégico semelhante no tecido
subcutaneo nos periodos de 07 e 30 dias. Houveracwgdo significativa nos eventos
inflamatorios de 07 para 30 dias, sendo possiveliina biocompatibilidade das 03 pastas
testadas.

Accorinte et al (2006) realizaram estudos atrav@sapeamento com Ca(OHje
polpas de pré-molares humarmsm indicacdo de exodontia por razdes ortodéntiEas.
seguida, os elementos dentarios foram restaurados adesivo Scotchbond Multi-Uso
Purpose e resina composta Z100. Os dentes foramidod e processados para avaliacdo
histomorfoldgica apds 30 e 60 dias (n = 10 para eapbnte hemostético), sendo observada a
formacdo de barreira dentinéria (BD) e infiltraddldmatério (II), além da presenca de
bactérias (PB). Os dados foram avaliados pelosstast Kruskal-Wallis e Conover (alfa =

0,05). Ocorreu formacgao de BD em 60, 70 e 80% ects@mmente para os grupos SS30, SS60



e SH30, sendo significantemente diferente paraupagy6H60 (BD em 30% dos casos). Nao
houve diferenca no Il entre os grupos, com a n&idois grupos mostrando uma polpa com
aspecto de normalidade (80% para SS30 e SS60, 1a0& SH30 e 90% para SH60).
Bactérias foram detectadas em apenas 10% dos gB§®& e SH60, ndo havendo diferenca
entre 0S grupos.

Esmeraldo (2006) avaliou histologicamente a reagfi@matoria da polpa dental de
molares de ratos apés protecao pulpar direta car@sntes substancias: extrato de propolis
verde, pasta Guedes-Pinto, extrato de propoliseveotn iodoformio e hidroxido de célcio
com soro fisiologico. Os periodos de analise foden24 horas, 72 horas e 07 dias. O extrato
de prépolis produziu no tecido pulpar aumento dansidade do infiltrado inflamatorio e
necrose no decorrer do tempo. A pasta de propefidevcom iodoférmio induziu no tecido
pulpar uma reacdo inflamatéria predominantementeeraenos trés periodos de tempo
analisados, enquanto que no grupo do hidroxido @eioc a presenca de infiltrado
inflamatorio severo prevaleceu apenas no period@2éoras. Achados como congestao
vascular e edema foram observados em todos os dasstudo.

Reda (2006) avalioin vivo a biocompatibilidade do MTA, do cimento de Pordan
do cimento de Portland modificado em subcutaneaatds. Foram utilizados 28 ratos Wistar
gue receberam 4 tubos de polietiieno contendo cexa das substancias testadas e um
controle (sem material). Realizou-se bidpsia dé&pegnplantada apds o periodo de 7, 15, 30
e 60 dias. A andlise histopatoldgica foi qualitatie os resultados revelaram reacéo
inflamatdria nos primeiros 7 dias em todos os gsuporém foi mais exacerbada no grupo do
cimento de Portland modificado. Apds 15 dias, gogroontrole, MTA e cimento de Portland
exibiam escasso processo inflamatorio, maior filb@aumento do nimero de vasos enquanto
gue o cimento de Portland modificado mantinha uedou inflamatério moderado. Apds 30

e 60 dias todos os materiais tiveram comportamesémelhante, mostrando-se



biocompativeis nos periodos analisados, entretantomento de Portland modificado por
gesso exibiu reacéo inflamatoria mais intensa eo®@os iniciais.

Leites et al (2006) analisaram a resposta histcéogulpar mediante a aplicacéo direta
de Agregado Tridéxido Mineral (MTA) e cimento de tigido de calcio (Dycal) em dentes
suino da espécigsusscrofa domesticu€avidades classes V foram preparadas nos insigsivo
pré-molares. Realizaram exposicao pulpar e, apd®s$tasia com soro fisioldgico, efetuaram
0 capeamento pulpar através da aplicacdo dirett & (Angelus) ou Dycal (controle-
Dentsply). Os animais foram abatidos apds o periodo de 7 digdf) Os grupos foram
formados pelaombinacdo dos dois materiais (MTA, n = 10 e HC B)=e dos periodos
experimentais. Anflamacéao observada apds sete dias em dentescobgeal foi aplicado
demonstrou ser estatisticamente superior aqoaf@sados com MTA (p < 0,004). Os escores
entre os materiais foram semelhantes apds 70 llaa. adentina reparativa foi encontrada

diferenca significante (p < 0,004) entre os tengers cada material (7 < das).

2.9)Clorexidina e Prépolis como agente de limpezadavidade

A limpeza cavitaria tem como objetiavorecer a adaptagdo do material restaurador
a uma dentina limpa e o mais livre possivel da amimtagcdo por microrganismos. A
clorexidina tem sido empregada largamente comoc&oludesinfetante, crescendo em
popularidade devido sua capacidade de reduzir ng@nismos e também, devido a sua
substantividade, que consiste na propriedade deems@ estavel e em acédo por longos
periodos de tempo. A clorexidina ndo removenear layeratuando como um agente de
limpeza cavitaria ndo-desmineralizante (CONCEICA@I£2000).

Estudos realizados na area odontoldgica tém awaleadaituacdo de solucdes de

prépolis sobre a superficie de esmalte e dentirgersxdo a capacidade de se produzir uma



solucéo de limpeza de cavidades a base dessedjmie Dentre eles, podemos citar o
trabalho de Geraldini, Salgado e Rode (2000) emagaBaramin vitro a acdo de um extrato
etanolico de propolis sobre a dentina utilizandodgbtes, divididos em 5 grupos. Foram
confeccionados corpos-de-prova de aproximadamemien He dentina em alta rotacéo, a fim
de produzir asmear layer As superficies foram esfregadas por 30 segundmsdiferentes
concentracdes etanolicas de préopolis e com etd¥l puro. Os espécimes foram lavados e
secos, fixados e avaliados em microscopia elemddie varredura. Observaram que foi
removida parte da camada do esfregaco, sem expdbul®s dentinarios. O extrato etandlico
de propolis a 10% promoveu uma camada regular,irmbra superficie dentinaria e as
concentracdes de 20% e 30% apresentaram particafasformas esferoidais de varios
tamanhos.

Através do aprimoramento nos estudos das riquezasiatliversidade amazonica,
pesquisas na area odontologica tém sido desenasiddm o proposito de buscar novos
principios bioativos para a formulacdo de medicdoserom diferentes aplicabilidades na

Odontologia, agindo tanto na terapéutica como aagugao.



3.0)00BJETIVO

3.1)GERAL

- Realizar testes preliminares de um extetiindlico de propolis a 8% (alteracdo de
cor, controle microbioldgico, citotoxicidade e ooepatibilidade em molares de ratos) a fim
de verificar a viabilidade de formular uma solugira limpeza de cavidade nos preparos

cavitarios.



4.0)MATERIAIS E METODOS

4.1)Modelo de Estudo

Para realizacdo do trabalho, optou-se por um estexiwerimental, primario,
experimental, com delineamento do tipo relacdomest-efeito do extrato etandlico da

propolis, visando a producdo de uma solucdo pauzelza de cavidades.

4.2)Consideracdes éticas

Foram utilizados 92 dentes humanos higidos seladms aleatoriamente, extraidos
por razdes ortodonticas, sendo pré-molares e tescenolares inclusos ou erupcionados.
Diante disso, foi solicitada dispensa do Termo @msgntimento Livre e Esclarecido ao
Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFAM. O projetd dnalisado e deferido no

CEP\UFAM sob CAAE n° 0240.0.115.000-07 (anexo 1).

4.3)Critérios de inclusao

Elementos dentarios higidos (dentes livres de &lda restauragdes), extraidos por
razdes ortoddnticas, sendo pré-molares e tercaimokres inclusos ou erupcionados,

provenientes de pacientes de idade e género atesatér

4.4)Critérios de exclusao



Foram excluidos aqueles elementos dentarios quesegavam carie, restauracoes,

micro-trincas ou fraturas, quando analisados na &gberoscopica.

4.5)Beneficios

A producédo de uma solucéo de limpeza de cavidatasede propolis viabilizara sua
utilizacdo nos preparos cavitarios previamentesargdo do material restaurador. Devido as
propriedades antimicrobianas, acredita-se que sssgédo podera contribuir na diminuicéo
da incidéncia de carie secundaria através da digiauda quantidade dos microrganismos
presentes na cavidade antes da insercdo do mastalirador. Além disso, proporcionara a
comprovacado da eficacia de um fitoterapico presematebiodiversidade Amazonica e a

viabilidade de sua introducdo como agente de limplezcavidades.

4.6)Riscos

Os elementos dentérios utilizados na pesquisa fesdraidos por razdes ortodénticas,
obtidos através de cirurgias realizadas por -cid@gHdentistas supervisionados por
professores especializados em Cirurgia e Traunw#olBuco-Maxilo-Facial, no Curso de
Aperfeicoamento realizado na Faculdade de Odorntlag Universidade Federal do
Amazonas. Para esses dentes serem utilizados wo@igeesos mesmos ja haviam sido

removidos da arcada dentéria, ndo implicando riaogzaciente.

4.7)Coleta das amostras de propolis



As amostras de propolis foram coletadas em doeratites apiarios localizados no
municipio de Presidente Figueiredo, no estado dazamas (figura 1). Com o intuito de
evitar a aproximacdo das abelhas durante a calBliapu-se o “fumacé” (intensa fumaca
produzida através da queima de serragens) (figur® 2método de coleta escolhido foi
raspagem com o auxilio de espatula metalica nasspaternas e bordas da melgueira, ninho
e tampa das colméias (figuras 3 e 4). O materibdtado foi separado dos residuos de
madeira e excessos de cera e acondicionado ensgaii@ilicas com tampa, esterilizadas,
identificadas (figura 5 e 6) e transportadas aorkdrio de Bromatologia da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade FederalndazAnas.

Figura 1 - Coleta da propolis em Presidente Figdeir



Figura 2 - Utilizag&o do “fumacé” durante a coleta

\ N

Figura 4 - Colméias no interior da melgueira



Figura 5 - Propolign natura

Figura 7 -Apis mellifera



4.8)Tratamento da amostras de propolisn natura

Posteriormente a coleta, as amostras foram pesatdaslanca analitica (AA- 200 DS,
DENVER INSTRUMENT COMPANY, Denver, Colorado, USA) a&condicionadas em
recipientes de vidro fechado com lamina de papghidio perfurada para saida da umidade.
Em seguida, foram colocadas em um dessecador ¢om @&l (Figura 10), permanecendo
por sete dias em temperatura ambiente. Apos esgelpeas amostras foram trituradas e

homogeneizadas em um cadinho.

4.9)Obtencéo do extrato da propolis

Para obtencdo do extrato etandlico de propolisdguida a metodologia relatada por
Park, 1998. Para isso, foram utilizadas amostras glamas de propolia natura (figura 9)
trituradas em cadinhos (figura 11), homogeneizad#spositadas em tubos de ensaio (25 mm
X 180 mm) (figura 12). Em seguida, foram pipeta@asmL de alcool etilico a 80% e
realizada extracdo em banho de agua termostat{Baadno-maria agitador, marca Dubnoff,
modelo 145-FANEM, S&o Paulo/Brasil, 2000) a 70°Cadte 30 minutos, sob agitacao
constante (figura 13). Posteriormente, as amodesn centrifugadas 3500 rpm em
centrifuga (SIGMA Laborzentrifugen Modelo 2K15, €side am Harz, Alemanha) por 26
minutos a 5°C. O sobrenadante obtido, denominadi@atexetandlico de propolis (EEP)
(figura 14), foi acondicionado em frascos de vidnobar previamente esterilizados, expostos
a luz ultravioleta na cabine de seguranca biolo¢Ruaificadora Classe Il-A, Tipo 36212,
LABCONCO, Kansas City, Missouri, USA) por vinte mins. O extrato foi envasilhado e
lacrado em condi¢do asséptica, seguindo o critepostocolo de controle de qualidade para

evitar contaminacéo, segundo instru¢do normativa dé 19 de janeiro de 2001.



Figura 9 - Propolis |

Figura 10 - Propolis em dessecador



Figura 13 - Propolis + etanol 80% em banho-maria



Figura 14 - Sobrenadante = EEP

4.10)Controle microbiologico do extrato

Apés o envasilhamento, os EEP foram mantidos ewaidocom diferentes
temperaturas e condicdes ambientes, visando @&s téstcontrole microbiolégico. Os locais
selecionados para o teste foram: estufa (x 37°€adgira (£ 4-8°C) e temperatura ambiente
(x 24-26°C). Foram avaliados 4 extratos (EEP lllig 1V), oriundos de diferentes apiarios

(SIMOES, 2006).

A primeira avaliacdo microbiolégica (TO) foi remdda imediatamente apdés o
envasilhamento dos extratos, sendo regularmengtidap nos periodos de 07, 15, 30, 45 e 90

dias apés a obtencao do EEP.

Com finalidade de padronizar as leituras das pléseam estabelecidos critérios de
classificagdo conforme a presenca ou nao de bagtéri

- auséncia, placas sem crescimento macroscoépicoldi@as microbianas;

- presencga, placas com crescimento macroscopicol@iei@s microbianas.

Foi realizada a contagem de microrganismos aesohiesofilos, verificagdo da
presenca deéStaphylococcus aureus Pseudomonas aeruginos&sn meios PCA Klaque

Count Agar) Himedia Laboratories PVT Limited, Mumbai, India),ai&l-Parker (BP)



(Himedia Laboratories PVT Limited, Mumbai, IndiaCetrimid (Himedia Laboratories PVT
Limited, Mumbai, India), respectivamente. A presede fungos e leveduras foi pesquisada

utilizando o meio agar Sabora(MERCK — Darmstadt- Alemanha).

4.11)Preparo dos meios de cultura

Os meios de culturas foram preparados seguindecasnendacdes dos fabricantes.
Para cada meio, os componentes foram dissolvidosigm destilada no interior de um
Erlenmeyer e aquecidos para completa homogeneizBgéseguida, foram esterilizados em
autoclave, a 121° C, durante 15 minutos e, posteeiote, distribuidos em placas de Petri
(90mm X 150mm) na proporcao de 25 mL para cadaapla®porcionando uma espessura
uniforme do meio. As placas foram distribuidasderdo com 0s grupos experimentais.

Para a contagem de coliformes totais (grupos dehas gram-negativasrobicasou
anaerdbicagsque ndo formam esporos e sdo associadas a desigdgpde matéria organica) foi
utilizado o caldo EC (Cald&. coli) na proporcédo de 10 mL para cada tubo com tampa
(15mm X 150mm) contendo tubos de Durhan invertiims.seguida, foram esterilizados em
autoclave a 121° C, durante 15 minutos.

Os meios preparados foram acondicionados sob eedig§o a 4°C até o momento de

sua utilizacéo.

4.12)Preparo e semeadura do inéculo

Os extratos de propolis foram diluidos e homogegig na propor¢cdo 1/10. Foram

utilizados 9 mL de agua peptonada distribuidos @ de ensaio com tampéo de algodao

hidréfobo.



Para cada ambiente de armazenamento (estufa, t@omaeambiente, geladeira) e
periodo experimental (0, 7, 15, 30, 45 e 90 diagrh retiradas com auxilio de uma pipeta
(Easypet 4421, EPPENDORF, North Ride, NSW, Austyalissepticamente, aliquotas de
1mL dos extratos, diluidos em agua peptonada (#ntolocados no tubo contendo caldo EC.
O tubo foi levado ao Vortex (Thermolyne MaximixMI37615, BARNSTEAD, Sparks, NV,
U.S.A) (figura 15) para ser homogeneizado.

Nas placas de Petri contendo os meios de cultufg Béird Parker e Cetrimid foram
adicionados 0,1 mL do extrato diluido em agua pegta e semeado com auxilio da alca de
Drigalski (figura 16).

Todo o procedimento experimental foi realizado aimire de biosseguranca Classe I,
previamente limpa e esterilizada.

Para as placas contendo Agar Sabouraud foram semé&@fil do extrato sem
diluicdo pela técnica de esgotamento com auxiliardewab.

As placas com os meios PCA, Cetrimid, Baird-Pa(kgura 17) e os tubos com caldo
EC (figura 18) contendo as amostras de extratarfarecubados em estufa bacterioldgica a
37°C, sendo as leituras realizadas ap0s 24 e 48.hs placas semeadas em Agar Saboraud
foram deixadas invertidas em temperatura ambierds keituras foram realizadas ap6s 07

dias. Para cada meio de cultura, foram realizadplodtas, além do controle negativo.

Figura 15 - Homogeneizacéo da
solucéo




Figura 16 — Semeadura

Figura 18 - Caldo E.C + tubos de Duhan invertidos



4.13)Avaliacdo da alteracéo de cor do extrato de ppolis em dentes humanos

4.13.1)Confeccédo de corpos-de-prova

A confeccdo dos corpos-de-prova seguiu a metodolpgiposta por Fushida e Cury
(1999).

Nesse estudo foram utilizadas 92 coroas de motapre-molares humanos higidos.
Apoés a exodontia, os dentes foram armazenados enolf®@%, pH 7, durante 30 dias. A
coroa foi separada da raiz ao nivel da juncdo ageritentaria, com o auxilio de um disco de
diamante.

Para a confeccdo dos corpos-de-prova de esmaliengna foi utilizada uma
cortadeira (Marca Mecatome, modelo P100, Grenotdega) ajustada com dois discos
diamantados dupla face, separados por um espagadomm. As coroas foram fixadas com
a face seccionada voltada para o acrilico, visgatalelismo. Foram realizados cortes no
sentido transversal para obtencdo do esmalte ukstib da dentina coronaria (figuras 19 e
20.). Cada corpo-de-prova (esmalte e dentina) fimiaaenado em recipientes individuais

contendo 4gua deionizada e mantido a temperatu3z@°d:

Figura 19 -Primeiro corte do CP r
sentido mésio-distal



Figura 20 -Segundo corte do CP
sentido mésio-distal (4mm de distancia)

Figura 21 Primeiro corte para confecg
do CP no sentido longitudinal

Figura 22 - Segundo cortepara
confeccdo do CPsentido longitudine
(4mm de distancia)



4.13.2)Registro fotografico da cor inicial dos conps-de-prova

Seguindo a metodologia proposta por Costa e SRaente e Bandeira (2007),
inicialmente foram realizados os registros da @tempo inicial (TO), antes da imersdo dos
corpos-de-prova nas solucdes teste. Para realigggistro da cor foi utilizada uma maquina
fotografica de alta resolucdo, marca Canon, mod€l§ Rebel XTi 10 megapixels acoplada a
um estativo, previamente fabricado, visando a padagdo dos registros fotograficos (figura
23/a), e uma matriz confeccionada em papel adelvoor preta e textura fosca, perfurada
em formato de um quadrado com dimensfes de 2mmrX, 2mde os corpos-de-prova foram

encaixados (figura 23/b) e distribuidos de acordm ©s grupos experimentais, conforme

tabela 1.
Tempo/ 15 segundos (T15) 30 segundos (T30) 10 minutos (T10%)
Grupo
Grupo | 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova de
esmalte imersos no | esmalte imersos no | esmalte imersos no
extrato de propolis | | extrato de propolis | | extrato de prépolis |
Grupo Il 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova de
dentina imersos no dentina imersos no dentina imersos no
extrato de propolis | | extrato de propolis | | extrato de prépolis |
Grupo I 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova de
esmalte imersos no | esmalte imersos no | esmalte imersos no
extrato de propolis Il | extrato de propolis Il | extrato de propolis I
Grupo IV | 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova de
dentina imersos no dentina imersos no dentina imersos no
extrato de propolis Il | extrato de propolis Il | extrato de prépolis I
Grupo V 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova de
esmalte imersos em | esmalte imersos em | esmalte imersos em
clorexidina a 2% clorexidina a 2% clorexidina a 2%
Grupo VI | 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova de
dentina imersos em | dentina imersos em | dentina imersos em
clorexidina a 2% clorexidina a 2% clorexidina a 2%
GrupoVIl | 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova de
esmalte imersos em | esmalte imersos em | esmalte imersos em
agua destilada agua destilada agua destilada
GrupoVIll | 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova dg 15 corpos-de-prova de
dentina imersos em | dentina imersos em | dentina imersos em
agua destilada agua destilada agua destilada

Tabela 1: Grupos experimentais e diferentes ¢amdp imersao nas solucoes teste.



4.13.3)Imerséo dos corpos-de-prova nas solucbeséss

Apbs registro inicial da cor (TO), os corpos-dewarode acordo com 0S grupos
experimentais, ficaram imersos nas solucdes (figip durante 15 segundos (T15), 30
segundos (T30) ou 10 minutos (T10) de acordo comr@sos experimentais e, em seguida,
novos registros fotograficos foram realizados aalfde cada periodo experimental (PRADO,

PORTO, 2000)

Figura 23 (a/b) - Maquina fotografica estabilizagara padroniacdo dos registrc
fotogréficos (a) e matriz confeccionada em papebat de copreta e textura fosca (s
indicativa, b)

Figura 24 - Imerséo dos corpos-de-prova nas sauedte (Gl, GllI, Glll e GIV)



4.13.4)Leitura de cor

As imagens fotograficas foram digitalizadas e élise foi executada no programa
Corel PHOTO-PAINT 1%ara a identificacdo das cores inicial (T0), appsegundos (T15),
30 segundos (T30) e 10 minutos (T10’) de cada edsprova. Essa identificacdo foi
realizada atraves do sisteid&Bde descricdo de cores (figuras 25 a\b). Cada ipagufe do
sistema (matiz, saturagdo e brilho) foi determin@ma porcentagens, as quais foram
padronizadas em cores presentes na escala Viteersaly ao comparar os valores
determinados pelo programa dos corpos-de-provaaralores das cores ja existentes na
escala. Dessa maneira foi possivel descrever udseariinal em linguagem odontologica
familiar. Os testes foram realizados com cinco tigpes, contendo cinco fotos de cada

corpo-de-prova em cada periodo experimental.

8d Corel PHOTO-PAINT 12 (RG8 de 24 bits) @200% - Fundo]
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Figura 25 (a/b) - SistemtdSB

4.14)Citotoxicidade

4.14.1)Teste dértemiafranciscana

Para ecloséo dos cistos foram adicionados 0,2 engstios deArtemia franciscana
(figura 26) (MARAMAR®) em placa de Petri (90mm x 15mm) contendo 100mkalecéo
salina (Agua do mar artificial) a 35% (figura 2&X3.placas foram cobertas com papel de filtro
e ficaram expostas a uma temperatura de + 25 a, 28%mna distancia de 50 cm de uma

lampada fluorescente (4Patty recebendo continua luminosidade por 48 horas (EEY

1982).



Figura 26 - cistos detemia Figura 27 — cistos em solucéo salina a 35%

Figura 28 -Artemia franciscana
Fonte: Retirado de www.wikipedia.org>, acesso em 10/01/2009

4.14.2)Ensaio da toxidez dos extratos frenteArtemia franciscana

Apoés o periodo de eclosdo dos cistos, em uma mlacaultipocos (4x6) foram
adicionados 1.800 mL de solugédo de agua do mdiciit{salina 35%) e inseridos (em cada
poco), com auxilio de uma pipeta de Pasteur, 1@liudeArtemia franciscandfigura 29)

Em seguida, 20L do extrato foram adicionados aos pocos, ficandabados por 24 horas a
temperatura ambiente, protegido de luminosidadejseste procedimento desenvolvido em
triplicata. O controle negativo seguiu 0 mesmo edimento, porém utilizando-se |20 de

DMSO sem adicao do extrato.



A taxa de mortalidade foi determinada em percertaahortalidad€%M) = (nimero
de individuos mortos x 100) + namero total de indlims. Em relacdo ao grau de toxidade,
este foi classificado de acordo a mortalidade olsker. 0-9% = nao toxico (NT); 10-49 =
ligeiramente téxico (LT); 50-89% = toxico (T); 9@1% = altamente toxico (AT)
(FORGIARINI, 2006).

A porcentagem de mortalidade (% M) foi estimaden@o% M = porcentagem de
sobreviventes no controle — a porcentagem de seobréges com composto teste

(CARBALLO et al, 2002).

Figura 29 - Placa multipsgontendo nauplios e substancia teste

4.15)Avaliacao da biocompatibilidade da prépolis ermolares de ratos

Os estudos relacionados a biocompatibilidade daglis seguiram a metodologia

emprega por Bandeira et al (1998).

4.15.1)Animais de experimentagcao



A avaliacdo da biocompatibilidade foi realizadaBiotério do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia-INPA. Foram empregados 14.r@mmo critérios de inclusdo, foram
considerados os seguintes padrdes: ratos machgsod®attus norvegicudinhagem Wistar,
adultos jovens, pesando em média 180 a 300 grammasjdade aproximada de 90 dias. Os
animais foram distribuidos em grupos conforme atsuizia utilizada no capeamento pulpar
(propolis |, propolis 1l e pasta de hidroxido déctd e tempo de avaliacdo de 07, 15 e 30 dias

(quadro 01).

Grupo Substancia | Tempo Tempo Tempo
07 dias 15 dias 30 dias
I Propalis | 5 g 2
Il Propdlis Il | 4 2 2
[l (controle) | Pasta de Ca|1 - 1
(OH).

Quadro 01- Grupos divididos conforme sahsias teste e periodo experimental

i i

Gol 4G

v .9.¥

Figura 30 — Esquema mostrando o rodizio realizagoamimais (Gl=propolis |, GlI=prépolis
II, Glll=pasta de hidréxido de calcio-controle) (Rkeira, 1998)

4.15.2)Elementos dentarios

Os elementos dentarios que receberam o capeamelpEr associado a restauragcao
de amalgama foram os primeiros molares superiatiestq e esquerdo), sendo que cada

animal apresentou em cada hemi-maxila uma detedaisabstancia teste (figura 30).



4.15.3)Preparo dos animais

Os animais foram pesados (figura 31) e em segaimsstesiados (figura 32) através
de injecao intraperitonial de hidrato de cloralcl(Biomedicinal, Manaus-AM), sendo a
dosagem utilizada de 0,4 mL por cada 100 gramapede corporal. ApOs anestesia, 0S
animais foram fixados em mesa operatoria previagielealizada nesta pesquisa (figura 33).

Realizou-se a antissepsia da cavidade oral dosasicom solucao de clorexidina a
2%, embebida em cotonete, visando reduzir quamttaente os microrganismos. Devido a
impossibilidade da utilizacdo do isolamento absplubi realizado isolamento relativo,
utilizando cones de papel (Marca Dentsply, segwédi@), previamente cortados e adaptados
corretamente entre a mucosa julgal, face vestibeilaingual dos elementos dentarios dos

animais.

4.15.4)Técnica operatoria

O preparo cavitério foi realizado na face oclukaprimeiro molar superior na féssula
mesial, inicialmente utilizando uma broca cone rhda rr33 %2 (marca KG Sorense). A
instrumentacao da cavidade foi realizada manuaknentm uma adaptagao na haste da broca
com resina acrilica, aumentando o comprimentanadé facilitar os movimentos oscilatorios
para abertura. Durante a confeccdo do preparoécaviffigura 35), ao ser observada a
proximidade da camara pulpar, optou-se por utilimartrépano especial de ponta afilada para
realizacdo da exposicdo pulpar (figura 36). Apgsosta, a cavidade foi irrigada com soro
fisiologico (figura 37), controlando a hemorragialgar com auxilio de cones de papel
absorvente esterilizados. O capeamento pulparefdizado ao se conseguir hemostasia na

area da exposicao.



Para utilizacdo do extrato de propolis na avatiadg biocompatibilidade foi efetuada
a evaporacao o alcool em temperatura ambienterasoof de vidro coberto suavemente com
gaze esterilizada (figura 38).

Apés a exposicdo pulpar, alternadamente em sisenaodizio (figura 30), as
substancias propolis I, propolis Il e pasta de dxito de célcio (grupo controle) foram
aplicadas suavemente sobre a exposicdo pulparrgdfi§@). Em seguida, os elementos
dentarios foram restaurados com amalgama (figuya@4 animais foram identificados com
numeracao na cauda e mantidos em total recuperBgateriormente, foram colocados em
gaiolas individuais, recebendo cuidados de higienalimentados com racao balanceada
(LABINA - Nestlé Purina PetCareCompany) e agua liedum” até que completassem os

periodos experimentais.

Figura 31 - Pesagem dos animais



Figura 33 - Posicionamento do animal na mesa ajpéat

Figura 34 - Mesa operatoria



Figura 36 - Exposicao pulpar

Figura 37 - Irrigag@o com soro fisiologico



Amélgama

Capeamento pulpar: prépolis
Il ou pasta de hidréxido ¢

célcio
Polpa

Figura 40 - Esquema do tratamento realizado



Figura 41 — Confeccao da restauracdo em amalgama

4.15.5)Controle pos-operatorio

O estado geral dos animais foi avaliado diariamenia cada 5 dias, foram avaliadas
as condi¢bes do selamento cavitario através do exaimucioso dos molares utilizados no
experimento mediante sedacdo. Os elementos dentmoque o material restaurador nao

permaneceu na cavidade foram descartados da pesquis

4.15.6) Preparo histopatoldgico

Decorridos os periodos experimentais, os aninoaisf anestesiados e seus maxilares
removidos, recortados (em hemi-maxilas) e imediataemimersos para fixagdo em formol a
10% por 48 horas, em frascos rotulados com ideatifio do material e periodo experimental.

As pecas foram lavadas por 24 horas em agua tereerdesmineralizadas com
solucado preconizada por Morse (1945), constituaaapido formico a 50% e citrato de sédio

a 20%, em partes iguais, durante 18 dias. A deBcatffio foi considerada satisfatoria no



momento em que foi possivel a introducdo de umdhagde insulina no dente ao lado
daquele tratado. Apés descalcificadas as pecamnatgama utilizado no selamento cavitario
foi removido com sonda exploradora. As pecas fociwadas (permanecendo o primeiro,
segundo e terceiro molar), inseridas em megacassekentificadas e lavadas em agua
corrente por 24 horas. Em seguida, foi realizadeewtralizacdo dos espécimes, através da
imersdo em sulfato de sodio 5% durante 4 dias.efagpforam lavadas novamente em agua
corrente durante 24 horas e imersas em alcool @W%4horas.

Os espécimes obtidos sofreram tramitacdo labaahibe rotina, sendo desidratados
em alcodis de concentracdo crescente, diafanizaxosilol e impregnados em parafina no
processador histotécnico (Lupe, processador auimmnéde tecidos Lupe, SP, Brasil). Em
seguida, foram levadas a estufa (modelo 099EV, rha®&io Paulo-SP) com adaptacédo de
bomba a vacuo (marca Quimis aparelhos cientificm®, LDiadema, Sao Paulo), a 60°C
durante 2 horas. As pecas foram incluidas em parafiosicionando a face vestibular dos
molares na lateral do bloco, a fim de que ficaaseeétibular dos molares) paralela a navalha
do micrétomo. Cada bloco de parafina permaneceabiigado em um megacassete para
estabilizacdo no microtomo, a fim de n&o haver mevitagdo do mesmo durante os cortes.

A microtomia foi realizada por meio de um micrétomtativo (Modelo Histocut 820,
Aotec, SP, Brasil)em cortes seriados, com espessura de 5 pum nocelatibngo eixo do
dente (sentido mésio-distal) e do trajeto da akeertwronaria. Apds cada corte, as fitas
(contendo os tecidos e a parafina), foram imensadleool 20% e em seguida, levadas a agua
guente (50°C) em banho histolégico (modelo OMA, RjJ®etalurgica OMA Ltda, Sao
Paulo). As fitas foram colocadas sobre as lampas, posterior coloracgéo.

As técnicas de coloracdo utilizadas foram hemeili@/eosina, permitindo a
avaliacdo dos espécimes em microscopia Otica co(BAUER, AL-RUBAYI, 1987). Para

desparafinizar e hidratar, foram mantidas duranteiritos, respectivamente, nas seguintes



solucdes: xilol I, xilol 1, alcool\xilol (partegyuais), alcool absoluto, alcool 90%, alcool 70%,
agua destilada. Em seguida, filtrou-se a hemataxiem papel filtro, despejou-a num

reservatorio de vidro e imergiu as laminas dura@ntainutos. Lavou-as em agua corrente,
removendo o excesso do corante. As laminas permamcem agua por 3 minutos. Em

seguida, imergiu-as em eosina durante 2 minutogou-as rapidamente em agua corrente
para remover o excesso do corante. Lavou-as rapmtanem alcool 95%. Em seguida, foi

realizada a desidratacao e diafanizacdo, mantemdmtg 3 minutos nas seguintes solucoes,
respectivamente: alcool absoluto I, alcool absolyt@lcool\xilol (partes iguais), xilol | e

xilol 1. Colocou-se sobre o tecido, resina sirg@tiluida (marca Permount) e laminula.

Figura 42 - Biopsia separando a maxila
em dibasni-arcadas

4.15.7)Analise histopatolégica

A andlise histolégica foi realizada através da iaealqualitativa dos eventos
histoldgicos, relatando se houve ou nédo inflamatgo, de inflamacéo (aguda ou crénica)

bem como, quando possivel, o grau de inflamac&e,(lmoderada ou intensa). Analisou-se



também, a formacdo fibrosa através da proliferdiffioblastica e deposicdo de colageno,

bem como a formacao de calcificacdo e barreiranmaizada.



5.0)ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados da alteracdo de cor do pretsabiho foi realizada através do
delineamento de parcela sub-dividida no tempo radarpétrico. No tempo inicial (padrao)
foi feita analise ndo paramétrica utilizando o dede Kruskal-Wallis. A comparacao de
meédias foi realizada utilizando teste t para patesmédias. Em todos os testes foi
considerado p< 0,05.

Os testes biologicos foram analisados atravésslerigdo dos resultados.



6.0)RESULTADOS E DISCUSSAO

E imprescindivel que qualquer medicamento cumpreequisitos basicos de eficacia,
seguranca e qualidade. Para tal, é necessaridmleoatravés de uma gama de testes em que,
sem duvida, se insere a avaliagdo do controle bimdgico. Na literatura sdo escassas as
publicacdes referentes a esse tema especifico (S§SNDLIVEIRA, TOMASSINI, 1995).

A presenca de contaminantes bioldgicos em um poogode interferir na sua
estabilidade fisico-quimica, mesmo ndo havendoaaii® do teor do principio ativo, pode
ocorrer mudanca de cor, odor ou pH. Portanto, admdgrodutos ndo-estéreis ha necessidade
de se estabelecer padrboes qualitativos e quawbdgatie microrganismos presentes na
amostra, a fim de assegurar a estabilidade do frahlwante o prazo de validade, de modo a
garantir inocuidade e eficacia terapéutica ao péei@®OHARA, SAITO, 1984).

Além de interferir na estabilidade fisico-quimida produto, a presenca de cepas
patogénicas representa potencial risco de aquisighauadro clinico infeccioso ou de
transferéncia de toxinas igualmente indesejavéi$T® et al, 2000).

Os resultados da avaliagdo da estabilidade mmidgdica estdo apresentados na tabela
2. Tais resultados foram analisados levando emdenagdo a amostra da solucdo de prépolis

(1, I, 1l e 1V), diferentes locais de armazenartee periodos experimentais.



Tratamento Local Periodo Experimental

0 7 15 30 45 90

Propolis | Estufa A A A A A A
Geladeira A A A A A A

Ambiente A A A A A A

Estufa A A A A A A

Propolis I Geladeira A A A A A A
Ambiente A A A A A A

Estufa A A A A A A

Propolis Il Geladeira A A A A A A
Ambiente A A A A A A

Estufa A A A A A A

Propolis IV Geladeira A A A A A A
Ambiente A A A A A A

A= auséncia de contaminacéao; P= presencarmtaminacao
Tabela 2 - avaliacdo microbiologica do extrato dpplis | de acordo com os locais de
armazenamento e periodos experimentais.

Os testes do controle microbiologico foram realomaem duplicata, analisando os
resultados obtidos observou-se auséncia de crasitinde colonias de bactérias, fungos e
leveduras nos diferentes meios de cultura e difesetlempos e condi¢cdes de armazenamento
de EEP. Resultados semelhantes foram observadosneestudo avaliando a contaminacéo
de um gel & base de 6leo de Copaiba, fitoterapmeepiente da Amazonia (SIMOES, 2006).

Os materiais vegetais contém um grande numeroudgo$ e bactérias que sao
pertencentes a sua microbiota natural ou mesmodutidos durante a manipulacao,
contaminacdo esta que pode ser intensificada caempo (MIGLIATO et al, 2007). No

entanto, no presente estudo, observou-se a ausEm@antaminacdo em todos os periodos



experimentais, podendo ser resultado das boascasata coleta e manipulacdo, ou
relacionado a acdo antimicrobiana da propolis.

Medeiros et al (2007), ao avaliar a qualidade dedytos farmacéuticos
comercializados por farmacias de manipulacdo, vhsmm que 45,5% das amostras
estudadas apresentaram valores para contagem dergaiismos dentro dos limites
especificados pela Farmacopéia Brasileira IV ediD@mtre as amostras testadas, o xarope de
acerola, constituido por extrato fluido de acerplapolis e mel de abelha, ndo apresentou
contaminacgdo. Segundo os autores, tal resultad@yetmente ocorreu devido a presenca do
mel de abelha e da propolis, substancias comproveata antimicrobianas.

Dozic et al (2004) e Volpato et al (2005) concoadarque a cor do dente € um
fendbmeno complexo, no qual a percepcao total @dnfliada por varios fatores, como:
condicbes de iluminacdo, translucidez, opacidadihob limitacdes do olho e cérebro
humano.

Da Silva et al (2008) afirmaram que um dente é amtgopor camadas estratiformes e
semi-translicidas de esmalte e dentina que absorefietem, transmitem ou refratem parte
da luz incidente, assim produzindo a cor do dente.

A cor do dente pode ser mensurada pela avaliaisi@ly através de colorimetro,
espectrofotdbmetro e mesmo através de camerasisliit®ZIC et al, 2004). Jendresen et al
(1998), Tung et al (2002), Volpato, Baratieri e N&ro Janior (2005), Paravina, Ontiveiros e
Powers (2002) afirmaram que a avaliacdo de cor petaparacédo visual humana tem
demonstrado ser inexata pelas inconsisténcias neegg&io de cor entre observadores.
Segundo tais autores, as mensuragdes instrumpotiesn quantificar a cor e fazer com que a

comunicacao entre profissionais seja mais unifampeecisa.



Smith et al (2008) demonstraram em seu estudoogsistema digital baseado em
camera movel, sem contato, demonstrou ser um nepincel meio de medir cor de dentes
tantoin vivo quantain vitro.

Dozic et al (2004) afirmaram que a maioria dosrumentos para a mensuracao da cor
do dente sdo mais exatos quando utilizadostro do quein vivo, e que espectrofotdmetros

e cameras digitais séo significantemente mais stamges do que colorimetros.

ESMALTE DENTINA
TEMPO TRATAMENTO
H S B H S B
Prépolis | -155,04a 9,44a -11,40a 3,84a 8,36b -644a
T15 Prépolis Il -59,08b -0,12b -9,36ab -0,28a 128a -4,44a

segundos  Clorexidina -23,00b 19a -1,64b -10,96a 3,24a -0,64a
Agua Destilada -39,04b -0,12b -536b 856a 0,16a -8,32a

Prépolis | -104,68a 164a -984a -4,04a 556a -452a

T30 Propolis Il 12,00b 1,28a -6,12a -2,96a 0,96a -3,84a
segundos  Clorexidina -117,04a -1,00a -344a 280a -164a 240a

Agua Destilada -21,88b 064a -480a -0,92a 0552a -12,72b

Propolis | 149,00b 9,48b -6,72a -3,64ab 27,24b -5,60 a

T10 Propolis Il -2292a 2,88ab -240a -11,84a 13,64a 3,20a
minutos Clorexidina -53,08a -0,80a 3,12a -29,60a 3,04c 6,12a
Agua Destilada -18,16a -0,36a 4,04a 580b -20c 2,88 a

média seguida por letras distintas diferem entrn® siivel de significancia de 5%

Tabela 3 - Comparacédo de médias entre tratamentosada tempo avaliado.

A tabela 3 demonstra a diferenca de matiz inieidinal dos corpos-de-prova de
esmalte em imerséo durante 15 segundos. Pode&equat ndo foi significativa a diferenca
entre o tratamento com clorexidina, agua destiladarépolis 1l, sendo a prépolis I, o
tratamento que causou maior alteragdo cromaticmédia de saturacdo da prépolis Il foi

muito pequena, semelhante a da agua destiladapddpalis | foi a que apresentou maior



média de saturacdo, porém foi estatisticamente Ieante a da clorexidina. Houve uma
diminuicdo de brilho referente a todos os tratamgnho entanto, a clorexidina, a agua
destilada e propolis Il apresentaram as menoresiagiédado diferindo estatisticamente,
engquanto que a propolis | mostrou a maior media.

Analisando os corpos-de-prova de esmalte no teemperimental de 30 segundos é
possivel observar que a maior diferenca de matzreg com a clorexidina e propolis I. Ja a
agua destilada e a propolis Il apresentaram as meendiferencas e nao diferiram
estatisticamente. Em relacdo a saturacdo, ndao hditerenca entre as solucdes. O brilho
diminuiu com o tratamento em todas as solucéegnpmi@o houve diferenca entre elas.

Avaliando os corpos-de-prova de esmalte no tenxperemental de 10 minutos foi
observado que a propolis | foi a solugdo que aptesemaior média no matiz, enquanto que a
propolis 1, a clorexidina e a agua destilada agmeam os menores valores, sem diferenca
significativa entre elas. Referente a saturacfuoppolis | foi a que apresentou a maior média
sendo semelhante a prépolis Il que, por sua vemdm se equiparou a clorexidina e a agua
destilada. Em relag&o ao brilho, todos se apresentastatisticamente semelhantes.

Observando os corpos-de-prova de dentina queaficamersos durante 15 segundos
foi possivel notar que a solucdo que apresentowrnmaédia de matiz foi a clorexidina,
apresentando um valor negativo, ou seja, descdlpiis corpos-de-prova. Ja a proépolis Il foi
o tratamento que menos divergiu de cor, porémtigitamente ndo houve diferenca entre
nenhuma das solugbes. A média da saturacdo dadeolle propolis Il apresentou-se
estatisticamente semelhante a agua destiladaarexidina, divergindo apenas da prépolis |
que demonstrou o maior aumento. Com relacdo abobrido houve diferenca estatistica
entre as solucgdes.

Nos corpos-de-prova de dentina imersos durantsegdndos ndo houve diferenca

significativa no matiz entre as solu¢cdes em estAdalisando a saturagédo, a maior média foi



a da propolis I, enquanto que as menores foramopops Il e agua destilada, porém
estatisticamente todas as solucbes apresentaraposta&s semelhantes. Observou-se
diminuicado no brilho nos corpos-de-prova imersosaga destilada, propolis | e prépolis Ii
e aumento no da clorexidina, porém estatisticamanirica solucdo que diferiu das demais
foi a agua destilada, demonstrando a maior media.

No tempo experimental referente a 10 minutos E&debservar que a solucdo que
mais alterou o matiz dos corpos-de-prova de dembina clorexidina, seguida da propolis I,
propolis | e entdo, agua destilada. Nao houve dfifga significativa entre a clorexidina,
propolis | e propolis Il, da mesma forma que entman propolis | também foi similar ao
resultado da agua destilada. Com relacdo a satyragéaior média foi da propolis | seguida
pela prépolis 1l e, igualmente com menor saturaf@aa clorexidina e a agua destilada, que
nao apresentaram diferenca entre si. Em relacabritm houve um aumento deste nas
solucdes de clorexidina, agua destilada e projploéisima diminuicdo na solucéo de propolis
[, porém tais valores foram estatisticamente shexsla

Uma solugdo destinada a limpeza de cavidades peomam contato com o tecido
dentario por no maximo 15 segundos, o que torresoltado do tempo experimental T15 o
mais relevante. A propolis | foi a solucdo que spnéou a maior média de alteragdo. A
propolis 1l teve um comportamento semelhante aola@xidina que é a solucdo de escolha
para limpeza de cavidades rasas e médias. Seguwmt®iCao et al (2000) e Nagem Filho
(1985), a clorexidina tem sido empregada largameomeo solucédo desinfetante, crescendo
em popularidade devido sua capacidade de reduaiorganismos e substantividade.

A agua destilada, na maioria dos tempos experargeet tecido dentarios, conferiu
diminuicdo no brilho dos cp, aumentando sua opdeidéato que estd de acordo com os
achados de Mayekar (2001) e Smith et al (2008), dgraonstraram que quando ha uma

desidratacdo do dente ele aparenta estar maisobfdacxner e Susin (2001), Vichi, Ferrari e



Davidson (2004) e Costa-e-Silva, Parente e Band@®@7) demonstraram, em estudos
envolvendo resinas compostas, que a agua atua wonagente descolorante, aumentando a
opacidade do material, situacdo esta observadeesarte pesquisa.

Comparando as solugdes teste em ordem decreskeeatteracdo cromatica no tempo
de 15 segundos observou-se: propolis |, clorexjdgnao mesmo nivel, prépolis Il e agua
destilada; no tempo de 30 segundos: agua destitadpplis I, propolis Il e clorexidina,
sendo os trés ultimos em niveis semelhantes; emmib@itos: prépolis I, propolis I,
clorexidina e agua destilada.

Kugel et al (2006) afirmaram que os dentes extsaidilizados em pesquisasVitro
sao privados do fluido dentinario e provavelmealteituacdo permitiu que o agente clareador
permeasse 0 dente mais eficazmente do que seuwssstudadn vivo. Semelhante pode ter
acontecido no presente estudo, onde a auséncifluitbids dentinarios pode ter permitido
uma maior infiltracdo das solucbes teste, e comseqinente, maior manchamento ou
descoloragéao, quando comparado a um dente vital.

Cavalcante et al (2000) citaram em seu trabalhcagetalidade dé.salinapermite a
avaliacdo da toxicidade geral, ou seja, 0 moniteramda resposta bioldgica dos compostos
em estudo.

Os resultados obtidos na presente pesquisa canirmque &rtemia franciscandoi
sensivel a 100% dos extratos testados, tanto eagéacela prépolis | quanto em relagdo a
prépolis 1. Dessa forma, observou-se que o0s edrdaestados com base na taxa de
mortalidade deA. fransciscanaforam classificados em AT (altamente toxico) (100%)
mostrando sua propriedade bioldgica.

O bioensaio deéArtemia franciscanaé simples, rapido, pratico e permite que um

grande nimero de amostras sejam processadas aderume. Além do que, estes bioensaios



sdo Uteis para avaliar a exposicdo de uma granmikdsede de extratos: microbiana, animal,
vegetal ou mineral (RICE, MANESS, 2006).

Este teste vem se popularizando no meio cienttfisddo ao seu baixo custo para
implantacdo e manutencao de culturas, além dissandstrada uma importante correlacao
através de testés vivo com varios extratos de plantas e testestro (r = 0.85, p < 0,05), e
concluiram que o bioensaio coArtemia salinafoi uma ferramenta mais vantajosa para
predizer uma toxicidade oral aguda dos extratqdatdas (PARRA et al, 2001).

Artemiapode ser utilizada sozinha, como uma Unica espiécteste de toxicidade ou
combinada com outros estudos simultaneamente (NUNEE 2005).

Favilla (2006) utilizou em seus estudos o testeAdesalina para analisar agentes
fungicos biocontrolados (BCAs) e demonstrou duealina mostrou-se sensivel a todas
toxinas analisadas com excecédo @aosporein(0O0S). O mesmo ocorreu com Pelka et al
(1999) que em estudos testando materiais dentéficabesk®, Solitaire®, Pertac II®,
Tetric®,Herculite®, Dyract®, Hytac®, e Compoglass@®)servaram que apos 24 horas todos
0s materiais mostraram 100% de letalidade comormostpresente trabalho com prépolis.

Colunas

Figura 43 - Bioensaio corA.fransciscanado material teste, mostrando 100% de letalidade
(colunas 2 e 4).



Com o intuito de avaliar a viabilidade da propano solucdo de limpeza de
cavidades, essa pesquisa avaliou a biocompatitbdida EEP através do capeamento pulpar
direto de molares de ratos. Esses animais, segDad@l (2001), apresentam o0 organismo
dotados da capacidade de se defender de agress@edudeza fisica, quimica e bioldgica,
além de permitirem obtencéo de cortes histolégesogeriodos de tempo curto, devido sua
facilidade de descalcificacdo. Além do que, saanard de facil obtencdo e alocacdo em
biotérios. Stanley et al (1956) e Rowe (1967) asbanh que a polpa do molar do rato responde
a injurias provocadas com formacao de dentina agjpaa sob a area da exposicao.

Os resultados do estudo da biocompatibilidadeec@d pulpar de molares de
ratos foram avaliados através da descricdo dodtades, avaliando comparativamente os
grupos experimentais. A analise histopatolégicaéga, pois o patologista ndo foi informado
a respeito do material utilizado no capeamentone ches periodos experimentais.

Durante o preparo cavitario, objetivou-se causanemor trauma possivel no
orgao pulpar. Dessa maneira, 0 acesso a cavidadediizado com broca tronco-cénica,
através de movimentos oscilatérios e a exposica@Xecutada com um trépano afiado.
Segundo Woehrlen (1978), o objetivo do capeameuijfwap direto é a obtengcédo do selamento
biolégico no local da exposigcéo através da depogigiuma barreira de tecido mineralizado
entre 0 material capeador e o tecido pulpar. Eas&iba pode ser denominada de ponte de
dentina. O autor também citou fun¢des fundamerdsibuidas ao hidroxido de célcio:
neutralizacdo da acidez da camada de dentina desimada, promoc¢ao da remineralizacéo
e manutencao da vitalidade pulpar em casos de i€&pos

No periodo de 07 dias (figuras 44, 45, 46), omelgos do grupo | (prépolis 1)
apresentaram infiltrado inflamatério de moderado irdenso, com presenca de
polimorfonuclear e mononuclear, sobretudo, monaargcl presenca de vasos congestos,

restos de material (esparsas areas necroticaspasrae dentina). Foram notadas células



vacuolizadas e a presenca de fundo granuloso davimlesenca de imunoglobulinas. Em um
dos elementos, observou-se o inicio da formacdamd&iz mineralizada. Com pouca
frequéncia, foram observadas areas com célulasmici® mais alongado, hipercromatico,
permeando o tecido. Aos 15 dias (figuras 47, 48, d8servou-se a presenca de infiltrado
inflamataorio leve a moderado, com predominio déenpaifonucleares (neutréfilos), raspas de
dentina e restos necroticos, focos moderados ddicatdo, vasos congestos e trombosados e
presenca de fibras colagenas. Notou-se tambéem senme de macrofagos espumosos e
fragmentos de dentina sendo envolvidos discretaameot foco mineralizado. Aos 30 dias
(figuras 50, 51 e 52), observou-se formacao deelvarmineralizada no teto e assoalho da
camara pulpar, fragmentos de dentina, areas cammalg células vacuolizadas e auséncia de
infiltrado inflamatorio. Verificou-se a presenca fileras colagenas (deposicdo colagénica)
com formacao de matriz mineralizada, compativel pomeesso de reparacéo tecidual.

No periodo de 07 dias (figura 53), nos elementgatios do grupo Il (propolis
I), visualizou-se, histologicamente, presenca dltrado inflamatério de moderado a
intenso, do tipo mononuclear e inmeros vasos aoge trombosados, fibroblastos jovens
(células com aspecto alongado e estrelado), amdentio material acastanhado compativel
com substancia exdgena e fundo granuloso devidesempca de imunoglobulinas. Um dos
elementos apresentou tecido mineralizado conteasipas de dentina em seu interior. Em
outro espécime, observou-se a presenca de célatamlizadas (macréfagos espumosos).
Aos 15 dias (figuras 54 e 55), presenca de inditiranflamat6rio de moderado a intenso com
a presenca de polimorfonuclear e mononuclear, salwemononuclear, contendo grande
quantidade de raspas de dentina e residuos nesrétacos de mineralizacdo, macréfagos
espumosos, células vacuolizadas, inUmeros vasgesims trombosados e fibroblastos. Aos
30 dias (figuras 56 e 57), area de exposi¢cdo putpzstrando restos de dentina e restos

necroticos, formacdo de barreira mineralizada eadilcoldgenas. Em um dos elementos,



verificou-se a presenca de infiltrado inflamatdriononuclear discreto no corno pulpar distal,
apresentando tecido conjuntivo frouxo.

No periodo de 07 dias (figuras 58, 59), no grupdcbntrole), observou-se um
infiltrado inflamatério leve a moderado, com leveegominio de polimorfonucleares
(neutrofilos), presenca de células jovens e vaspyeastos, restos de dentina e areas
apresentando discreta calcificacdo, parecendo esvidcido dentinario, discreta formacéo
de barreira mineralizada. Aos 30 dias (figura 60pservou-se formacédo de barreira
mineralizada madura e em formacéao (jovem), aus@eciaflamacao e fragmentos de dentina
envolvidos por matriz mineralizada.

Cordeiro, Gonzales Vono e Lia (1985) afirmarane,gapesar do hidroxido de
calcio em forma de po possuir 6timas qualidadel®@icas, suas propriedades fisicas ndo sao
ideais devido ndo apresentar resisténcia a congmessr permeavel, solivel ao meio bucal e
nao ser radiopaco. O hidréxido de calcio € conateio material de escolha em capeamento
pulpar direto.

Comparando os resultados independentemente diaslg®iou grupos, observou-
se a presenca de raspas de dentina proximas daaeagosicao e residuos necroticos. Mello,
Holland e Berbert (1983), correlataram casos decesso e a presenca de fragmentos de
dentina na intimidade da barreira de tecido durepdhdendo da quantidade, dimenséo e
localizagéo desses fragmentos, eles podem impddmeacéo da barreira de tecido duro ou
introduzir defeitos que comprometeriam o éxito aimento. Corroboram essas afirmativas
Holland et al (1978) que afirmaram que esses fragmsepodem impedir a evolugéo do
processo de reparo da polpa. Os autores sugeraiem a possibilidade de contaminagéo
dos fragmentos, o efeito toxico dos produtos deomiposicdo dos elementos organicos

intratubulares e a condicéao de sequestro, pastdvelabsorcao.



Os resultados demonstram que nos grupos |, Il,emimgio de 07 dias, os elementos
estudados apresentaram inflamacdo de moderadaemsantenquanto que no grupo |l
(controle), no periodo de 7 dias, a inflamacade€wee a moderada. Alem do que, no periodo
de 7 dias o grupo | apresentou formacéo de bamgimaralizada, enquanto que o grupo lI,
nao apresentou essa caracteristica, sugerindo nrekmosta bioldégica no grupo I. Um dos
fatores que sugerem essa resposta inflamatorieeriodp de 7 dias, pode esta associado a
agressao ao tecido pulpar causado durante o prepuitario. Segundo Mondelli (1998), o
trauma e a geracdo de calor durante a realizacfweg@aro cavitario € o maior dano que se
pode causar durante o procedimento restauradoro @ator que pode esta associado a essa
inflamacdo decorre do alto grau de citotoxicidadesente no extrato da propolis como
demonstrado nesse trabalho, através do teste dmidrto qual demonstrou taxa de letalidade
de 100% frente ao EEP. Grumberger et al (1988)reesam o cafeato de feniletila (CAPE)
como um composto responsavel pelas propriedadaséxditas da propolis.

No periodo de 15 dias, o grupo | apresentou iafilirleve a moderado, enquanto que
o grupo Il permaneceu com inflamacdo moderada ensat demonstrando que houve no
grupo |, a regressao da resposta inflamatériauevid gradativamente para um reparo, com
focos moderados de calcificacao e fibras colagemesprovando maior bicompatibilidade no
grupo I.

Em 30 dias, os trés grupos apresentaram formacBardara mineralizada, sendo que
no grupo lll, essa barreira apresentou-se maigumé.

Os resultados desta pesquisa corroboram com acuigie®s por Esmeraldo (2006)
que avaliou histologicamente a polpa de molaresattess apds protecao pulpar direta com
extrato etanolico de prépolis e relatou ter hawito aumento na intensidade do infiltrado

inflamatdrio e na camada de necrose no periodd/ dba®d. Resultados semelhantes também



foram obtidos por Scheller et al (1978), em quéizaam estudos nos quais verificaram que
0 extrato etandlico de propolis apés 28 dias iraltmacéao de colageno e ponte de dentina.

Os resultados obtidos nesse estudo sédo contrasg®racontrados por Bretz et al
(1999) no qual realizaram estudos com ratos atrdeésapeamento pulpar com dois grupos
experimentais: propolis e hidroxido de calcio ecomparam em relacdo a reorganizacéo e
vascularizacdo normal da polpa, onde a propolisodstrou melhor resposta em todas as
categorias comparadas apos 07 dias, exceto paosic@p de dentina reparadora. Também
contrariando os resultados obtidos no presental@s®abir et al (2005) observaram que
polpas de molares de ratos capeadas com propodisaptesentava flavonodides nédo se
observou inflamacgéo e houve o aparecimento derdergparadora. Os autores relatam que a
formacdo da ponte de dentina ocorreu em apenadamemo, o qual pertencia ao periodo
teste de 04 semanas e 0s autores sugerem quevasoOittes da prépolis podem estimular
uma dentinogénese reparativa. Em polpas que hasidm capeadas com propolis sem
componentes flavondides e em polpas capeadas ca@uo dg zinco, a inflamacédo estava
presente e ndo houve formagéo de ponte de dentina.

Analisando de maneira geral os resultados, obsesgogue em todos os periodos
avaliados (07, 15 e 30 dias) houve evolucao dostesenflamatérios, ocorrendo proliferacédo
fibroblastica, areas de calcificacdo e formacaobdereira mineralizada, caracterizando
evolucdo do reparo tecidual. Grégio et al (2005yodmraram com esses resultados ao
avaliarem o efeito da prépoli&spis melliferasobre o processo de reparo de lesées ulceradas
(induzidas com hidréxido de sédio a 40%) e obtirensesultado mais significativo nos
animais tratados com extrato alcodlico de prépadis 21 dias, onde ndo foi observado sinal
flogistico em nenhum animal deste grupo, enquan&rgps animais do grupo controle, trés
dos seis ratos ainda exibiam infiltrado inflamaidrioderado no tecido conjuntivo subjacente

a area em que existia a lesdo ulcerada. Resultmhoslhantes foram obtidos por Bandeira



(1998), em que realizou estudos em molares de, nagaficando a compatibilidade biologica
do hidroxido de célcio associadoCopaifera multijuga hidroxido de célcio + polietileno

glicol 400 e hidréxido de célcio + resina Gapaifera multijugae verificou que todas as
pastas apresentaram-se inicialmente irritantes eamd pulpar do molar do rato, com
desenvolvimento normal do processo inflamatériompiéndo no decorrer dos periodos a
evolucéao por reparacao.

Concordando com os resultados favoraveis obtidas aqropolis |, Almeida et al
(2008) analisaram histopatologicamente em teciajuotivo subcutaneo de ratos, solucdo de
propolis utilizando 15 ratos, distribuidos em tp&siodos experimentais (07, 30 e 45 dias),
sendo que cada animal recebeu os 04 grupos em tmalizio: Gl-propolis I; GlI-propolis
II; Glll-agua de hidroxido de calcio e GIV-clorexid a 2%, as laterais do tubo foram o
grupo controle. Os resultados mostraram em relacdmocompatibilidade que todos os
materiais apresentaram uma reducao significativefitrado inflamatorio e um aumento no
espessamento das fibras colagenas. Com isso, @easugeriram ordem decrescente dos
eventos histopatoldgicos: agua de hidréxido ddaattorexidina 2%, prépolis | e propolis Il

Resultados semelhantes aqueles obtidos com a gfypontrole), foram obtidos por
Cordeiro et al (1985), em que observaram que 72shapds o capeamento pulpar em molares
de ratos ocorreu necrose superficial, infiltraddlamatorio e proliferacdo fibroblastica
capilar, assemelhando-se a uma tentativa de isotarda area de exposigéo.

Concordando com esses resultados estdo aquetsseajados por Dias et al (1988),
gue avaliaram histologicamente a polpa de dentesdds expostas experimentalmente e
capeadas com produtos a base de hidréxido de c@lde, Calvital e Renew), sendo
comparados ao hidroxido de calcio p.a em perio@o80j 60 e 120 dias. Concluiram que

todos os materiais estudados caracterizam-se caritantes pulpares, sendo que a



diminuicao da inflamacédo ocorreu com o decorretedapo e os melhores resultados obtidos
em relacéo a formacéo de barreira mineralizada@c@om o hidréxido de calcio p.a.

Entretanto, discordam deste estudo Bretz et @9q)l9ue realizaram estudos com
ratos atraveés de capeamento pulpar utilizandogtagos experimentais: propolis e hidroxido
de calcio e os compararam em relacdo a reorgawizagéscularizacdo normal da polpa,
onde a prépolis demonstrou melhor resposta em t&laategorias comparadas apés 07 dias,
exceto para deposicao de dentina reparadora.

Sugere-se nesse estudo que a bicompatibilidadEER® pode ocorrer em
decorréncia dos componentes quimicos encontradgsopalis dos apiarios localizados no
municipio de Presidente Figueiredo (estado do Ama=)o Esses componentes foram
estudados por Ishida (2006) que avaliou o perfiinigdo de amostras da propolis amazonense
atravées de analises como reacfes de identificacaca phidroxidos fendlicos,
espectrofotometria U.V., espectrofotometria infravelho, cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotdmetro de massa (CG/EM) e cromatogligfisda de alta eficiéncia (HPLC). Os
resultados obtidos demonstraram a presenca deasulast aromaticas do tipo compostos
fendlicos. Os espectros infravermelhos apresentaeaiacdo entre amostras, demonstrando
gue algumas apresentavam maior quantidade de salstdendlicas, podendo-se sugerir que
este composto quimico possa esta relacionado\adaalis biologicas positivas encontradas
nessa pesquisa. As analises realizadas atravésGIEMCe HPLC mostraram que 0s
principais constituintes sdo benzofenonas prerslagdi@ergindo dos compostos normalmente
encontrados na prépolis brasileira. Triterpendigentaciclicos, tais como a alfa e beta-
amirinas, também foram encontradas, sugerindo quélis da regido amazénica pode ser

proveniente de espécie do gén€tosia



Baseados nos resultados obtidos no estudo de bpatimlidade, observou-se que a
propolis | e Il apresentaram biocompatibilidadetenido pulpar de molares de ratos, sendo o

hidréoxido de calcio o de melhor resultado.



Figura 44 -Grupo | (07 dias): 1) raspas de dentina; 2)
células vacuolizadas; 4) infiltrado inflamatoério deoado «
intenso, apresentando células polimorfonucleares
mononucleares, sobretudo, mononucleares. H.E. J200x

Figura 45 — Grupo | (07 dias)}t) raspas de dentina; 2) barre
mineralizada; 3) células vacuolizadas; 4) dentifn;(A) area d«
calcificacdo, com maior detalhe em (B). H.E. (400x)



Ao

Figura 46 - Grupo | (07 dias): 1) barreira mineratia; 2) hrreira mineralizad
jovem; 3) vasos trombosados; 4) vasos congestoggélb)as alongadas al
cubdides. H.E (400x)

Figura 47 — Grupo I(15 dias): Aspecto panoramico: 1l)abertura
cavidade; 2)raspas de dentina; 3)infiltrado infledria leve a moderado
H.E.(40x)



Figura 48 — Grupo | (15 dias): 1l)areas de calaifica 2)nfiltrado
inflamatério de leve moderado; 3)vasccongestc. H.E. (400x)

Figura 49 - Grupo (15 dias): 1)areas de calcificacao; 2) barreiraenailizade
jovem; 3)barreira mineralizada madura; 4)céluladinpmfonucleares ¢
mononucleares. H.E.(200x)



Figura 50 -Grupo | (30dias): 1)barreira mineralizada no akspa teto da cama
pulpar; 2)barreira mineralizada jovem; 3)raspadetdina. H.E.(200x)

Figura 51 — Grupo | (30 dias): 1)células vacuolamd)barreiranineralizada; 3
areas de calcificacao. H.E.(400x)



Figura 53 — Grupo Il (7 dias):1) ittfado inflamatério intenso, difus
com presenga de polimorfonucleares e mononuclea@setudo
mononucleares. H.E. (400x)

Figura 54 - Grupo Il (15dias): l)dentina; 2)infiltrado inflabdgio
moderado a intenso. H.E.(100x)



Figura 55 - Grupo Il (15ds: 1l)areas de calcificacdo; 2)célL
vacuolizadas; 3)vasos congestos. H.E.(400x)

Figura 56 -Grupo Il (30dias): Aspecto panoramico: 1)tec
conjuntivo frouxo; 2)infiltrado inflamatorio disd@
3)barreira mineralizada; 4)raspas de dentina. &)



Figura 57 — Grupo Il (30dias): 1)discreta formacdo de bart
mineralizada; 2)raspas de dentina e restos neasofit. E.(200x

Figura 58 — Grupo Il (7dias): 1) tecido minerafipa 2) fibroblastos
jovens com células de aspo cuboidal ou fusiforme; 3)vas
trombosados. H.E.(400x)



Figura 59 —Grupo Il (7dias): 1)barreira mineralizada; 2)respde dentine
J)infiltrado inflamatério leve a moderado; 4)deatitd.E.(100x)

Figura 60 - GllI (7dias): 1)raspas de dentina; fljlado inflamatorio leve, cor
presenca de células alongadas. H.E. (200x)



Figura 61 —Grupo Il (30 dias): 1 e 2)barreira mineralizad®fibras
coldgenas; 4)areas de mineralizacdo e ausénciafitteado inflamatério.
H.E. (200x)



CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada e a parts desultados obtidos, pode-se

concluir que:

 As amostras de extrato de prépolis demonstraraabiédade microbiologica em
todos os locais de armazenamento e periodos eX@dHis,;

» As solugBes propostas apresentaram alteragdo gdeermio que nos periodos de 15 e
30 segundos, tempo normalmente empregado duramgeoaesso de limpeza de
cavidades, apresentaram viabilidade de aplica¢aca]

* Uma solucdo destinada a limpeza de cavidades peomam contato com o tecido
dentario por no maximo 15 segundos, o que torresoltado do tempo experimental
T15 o mais relevante. A propolis | foi a solucéce qpresentou a maior média de
alteracdo. A prépolis Il teve um comportamento dbarge ao da clorexidina que é a
solucédo de escolha para limpeza de cavidadeseanasdias;

 No teste citotoxicidade utilizanddrtemia franciscanaa prépolis mostrou-se
altamente toxica comprovando sua acéao biologica;

 Em consequéncia de sua acao bioldgica, foi obdergae o EEP é biocompativel ao
ser utilizado em capeamento pulpar direto em meldeeratos.

* Analisando comparativamente o EEP frente aos estughlizados pode-se inferir a
possibilidade de utilizagdo deste produto para eérapde cavidades necessitando,
ainda, de mais estudos para encontrar as caréctsigleais de aplicagdo tépica do
produto, em cavidades profundas e com exposi¢g@mpuendo em vista os resultados

quando comparados com a clorexidina 2%.
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