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TOZZO, A.C. Avaliagao da efetividade antimicrobiana de cimentos de iondomero de
vidro acrescidos de propolis. 2006. 71p. Dissertacio (Mestrado em Odontologia)
Universidade Norte do Parana, Londrina.

RESUMO

Neste trabalho foi testada a agdo antimicrobiana dos cimentos de ionémero de vidro puro
ou acrescido de outras substancias. O objetivo principal foi realizar testes in vitro para obter
resultados quanto a efetividade antimicrobiana de trés marcas comerciais de cimentos de
ionomero de vidro acrescidos de propolis frente a microrganismos envolvidos com a
doenga cérie, Streptococcus mutans e Lactobacillus casei. Os cimentos testados foram:
Ketac Molar, Fuji IX e Vitremer, acrescidos ou ndo de extrato etanolico de propolis (EEP)
ou amoxicilina (antibidtico). Foram realizadas a macrodilui¢do em caldo e a difusdo em
agar, como testes de suscetibilidade. No método de difusdo em agar, os resultados obtidos
pela leitura em milimetros dos halos de inibi¢do, foram avaliados estatisticamente através
do teste ANOVA. Na macrodiluigdo em caldo, a leitura dos tubos foi obtida em
espectrofotdmetro detectando crescimento ou ndo crescimento microbiano, obtendo-se a
concentracao inibitoria minima (CIM). O crescimento subseqiiente em placas de agar
forneceu a concentracdo bactericida minima (CBM) dos cimentos com os antimicrobianos.
Observou-se que a difusdo em agar foi mais adequada para o teste com os cimentos. O
cimento Vitremer demonstrou maior efeito antimicrobiano e a amoxicilina foi bem mais
efetiva que a propolis inseridas nos cimentos. O microrganismo L. casei foi mais resistente

do que o S. mutans.

Palavras-chave: cimento de iondmero de vidro, Streptococcus mutans, Lactobacilus casei,

prépolis, antimicrobiano.



TOZZO, A.C. Evaluation of antimicrobial effect of glass ionomer cements with
propolis. 2006. 71p. Dissertacio (Mestrado em Odontologia) Universidade Norte do
Paran4, Londrina.

ABSTRACT

The antimicrobial effect of glass ionomer cement (GIC) was tested with addition of other
substances in the samples. The aim of this study was to test three GIC associated with
either propolis or amoxicilin against caries pathogens microorganisms, Streptococcus
mutans and Lactobacillus casei. The GIC brands tested were: Ketac Molar, Fuji IX and
Vitremer, with or whithout 50% ethanolic extract of propolis (EEP) or 25% amoxicilin
(antibiotic). Agar diffusion and broth dilution susceptible tests were performed. Under first
test, results of inhibition zone readings in milimeters were statistically analyzed by
ANOVA. The measure of the microbial growth in the broth dilution tubes was obtained
using a spectrophotometer, obtaining minimal inhibitory concentration (MIC), and
following growth on agar plates showed minimal bactericidal concentration (MBC) of the
cements and the associations. It was observed that agar diffusion test was more effective to
test the cements; Vitremer showed greater antimicrobial potential; amoxicilin was more
effective than propolis when associated with the cements. L. casei was more resistant than

S. mutans.

Key-words: glass ionomer cement; mutans streptococci; Lactobacilus casei, propolis,
antimicrobial
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1-INTRODUCAO

Atualmente, o cimento de iondmero de vidro (CIV) tem sido um material
muito utilizado na clinica odontoldgica principalmente nas areas de Odontopediatria e
Dentistica devido as boas propriedades apresentadas como adesividade e liberacdo de
floor. Trata-se de um material restaurador com potencial de inibir a cérie secundaria,
devido principalmente a sua capacidade de liberar fluor e ao efeito desse elemento sobre

o processo de remineralizacdo do esmalte adjacente a restauragao (COSTA et al 1996).

A preocupacdo com a a¢do antimicrobiana de materiais restauradores nao ¢
recente porquanto, se puderem interferir na formacgdo de placa bacteriana, contribuirdo
indiretamente para a prevengdo da microinfiltragdo e diretamente para a prevencao da

carie nas regides adjacentes a restauracao (GARIB et al., 1993).

Bussadori ef al. (2003) salientaram que os cimentos de iondmero de vidro
tém um papel muito importante na clinica odontopediatrica, porque essencialmente, ¢ o
material mais indicado na fase de adequagdo do meio bucal, para ART, e selamento
oclusal de molares permanentes e deciduos recém-erupcionados. Essas indicagdes
primordiais devem-se basicamente a duas caracteristicas inerentes ao material, que ¢ a
liberagdo de fluoretos e o seu poder bactericida e bacteriostatico.

E o material de escolha em casos de ART (tratamento restaurador
atraumatico), onde a remogao da carie ¢ realizada com instrumentos manuais cortantes,
sem utilizacdo de micromotor. (FRENCKEN e al, 1998, TOI; BONECKER;
CLEATON-JONES, 2003). Desta forma, a permanéncia dos microrganismos na dentina
apés o preparo com a técnica de ART ¢é mais freqiiente do que com o preparo
convencional.

Nos casos de ART as cavidades sdo restauradas com cimento de iondmero
de vidro, onde a liberacdo constante de flior gera remineralizacdo e efeito
antimicrobiano sobre os microrganismos que ndo foram removidos neste tipo de
preparo. Visto que o ART se trata de uma técnica onde nao se remove por completo o
tecido cariado, e que o CIV ja se apresenta capaz de inibir, ou diminuir o crescimento de
bactérias, este trabalho teve como objetivo principal avaliar o efeito da inser¢do de

antimicrobianos na massa do CIV na inibi¢ao bacteriana.
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Dentre as excelentes propriedades biologicas da propolis, substancia
presente na colméia de abelhas, destacam-se: atividade antimicrobiana, antiviral,
antifingica, antiprotozodria, citotoxica (em culturas de células tumorais), regeneradora
de tecidos, anestésica, hepatoprotetora e desentoxicante, imunomodulatoria,
imunogénica, preventiva de Ulceras estomacais, anticarie e protetora contra irradiagao,
entre outras (MARCUCCI, 1995).

Devido a propolis possuir um efeito antimicrobiano comprovado, surgiu a
idéia de acrescenta-la aos CIV (PINHEIRO et al., 2003), para entdo potencializar sua
acao.

Diante do exposto, este trabalho avaliou a agdo antimicrobiana de duas
marcas de cimentos de iondomero de vidro indicados para ART (Ketac Molar e Fuji IX)
¢ mais uma marca muito utilizada de CIV foto ativado (Vitremer) como controle, sobre
microrganismos de referéncia envolvidos com a cérie dental: Streptococcus mutans (S.
mutans) € Lactobacilus casei (L. casei). As metodologias selecionadas, difusdao em agar
e macrodiluicdo em caldo, que sdo de referéncia para esse tipo de teste, testaram o
desempenho destes cimentos e substincias, comparando-se seus resultados e

verificando o melhor efeito.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

De acordo com Garib ef al. (1993), a utilizagdo do cimento de iondmero de
vidro tem se tornado freqiiente, principalmente em dentes deciduos e permanentes
jovens, provavelmente porque este material possui uma agdo potencialmente preventiva
na medida em que libera fltior por um longo periodo de tempo e adere quimicamente ao
esmalte e a dentina.

Em 1972, Wilson; Kent desenvolveram o cimento de ionomero de vidro com
o0 objetivo de conseguir um material que associasse as qualidades benéficas de liberacao
de flaor do cimento de silicato com a biocompatibilidade e adesdo do cimento de
policarboxilato de zinco, conseguindo deste novo material propriedades como adesao as
estruturas dentais e liberagdo de fluor, podendo ele ser utilizado como material
restaurador, cimentante, como base e forramento e ainda como nucleo de preenchimento
(SERRA; RODRIGUES, 1998, ANDRADE et al., 1996). De acordo com Dijken et al.
(1997), o fluor liberado do cimento de iondomero de vidro interfere no metabolismo das

bactérias, consistindo em grande importancia clinica para os materiais restauradores.

Alguns estudos clinicos associaram a menor ocorréncia de caries secundarias
adjacentes as restauragdes de cimento de ionomero de vidro e, ndo somente a este efeito,
mas também a reducdo de niveis de S. mutans na placa das margens de tais restauragdes,
quando comparadas com as restauragoes de amalgama e resina (WEERHEIIM et al.,
1999, KREULEN et al., 1997). A liberacao de fltior dos cimentos ionoméricos ocorre
com maior intensidade nas primeiras 24 a 48 horas e permanece em menor concentragao

por longos periodos (WANG et al., 2004).

De acordo com Lima et al. (1992) e Navarro; Palma (1994), as principais
vantagens no uso dos cimentos ionoméricos sdo as suas propriedades de adesividade,

liberagdo de fluor, coeficiente de expansdo térmica e biocompatibilidade pulpar.

Souza Costa et al. (2003), avaliaram através do cultivo de células “in vitro”
o efeito da citotoxidade de cinco marcas comerciais de cimentos de iondmero de vidro
(Vitrebond, Vitremer, Fuji II, Fuji IX e Ketac Molar), comparando com uma marca
comercial de resina (Z-100). Constataram que os grupos de CIV apresentaram menor

citotoxicidade, enquanto que a resina apresentou um efeito citotoxico aumentado. Os
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CIV modificados por resina ficaram em uma condicdo intermediaria quanto a

compatibilidade bioldgica.

A preocupacdo com a a¢do antimicrobiana de materiais restauradores nao ¢
recente porquanto, se puderem interferir na formacgdo de placa bacteriana, contribuirdo
indiretamente para a preven¢do da microinfiltragdo e diretamente para a prevencao da
carie nas regides adjacentes a restauragdo. A placa formada ao redor de restauragdes de
amalgama e resina composta possui um potencial cariogénico maior que a placa
formada ao redor de restauragcdes de cimento de ionomero de vidro (GARIB et al,
1993).

O cimento de iondomero de vidro tem sido utilizado como um material
restaurador com potencial de inibir a carie secundaria, devido principalmente a sua
capacidade de liberar fllior e ao efeito desse sobre o processo de remineralizagdo do
esmalte adjacente as restauragdes (COSTA et al, 1996).

Segundo Carvalho et al. (1990), a alta taxa de liberagdo nas primeiras 24
horas se deve a presa lenta do iondmero, que desloca elementos ionicamente ativos
(incluindo o flior) nas primeiras etapas da geleificacdo; também Wang et al. (2004)
constataram que o cimento de iondmero de vidro liberou fluor sob o mesmo padrio,

apresentando maior liberagao inicial e decrescendo ao longo do tempo.

De acordo com Rodrigues et al. (1994), o fltior liberado pelo cimento de
iondomero de vidro poderia agir ndo sé na resisténcia da estrutura dental, mas também
controlando o crescimento de S. mutans, e até diminuindo o actimulo de placa. A
presencga de fliior nos cimentos de iondmero de vidro empregados como selante poderia
trazer beneficios, mesmo considerando-se que sua reteng¢ao € temporaria, por exemplo,
durante a fase de erup¢do de primeiros molares permanentes em pacientes com alta

atividade de carie (MANTON; MESSER, 1995).

Os cimentos ionoméricos representam importante opg¢do de material
restaurador em Odontologia e sua adesdo a estrutura dental, diminuindo a infiltragao
marginal, somada a liberagdao de fliior, inibindo o metabolismo de microrganismos
acidogénicos e favorecendo a remineralizacdo dental, podendo diminuir a ocorréncia de
carie secundaria (PEDRINI ez al., 2001).

O cimento de iondmero de vidro tem sido utilizado para o tratamento

restaurador atraumatico (ART) que se trata de um método de remogao da carie dental
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com minima invasdo, sem utilizacdo de motor, apenas com instrumentais cortantes
manuais. E uma técnica utilizada principalmente em regides onde h4 baixa infra-
estrutura econdmica. (FRENCKEN et al., 1998, TOI;, BONECKER; CLEATON-
JONES, 2003).

De acordo com Cordeiro ef al. (2001), a escolha do cimento ionomérico para
técnica do ART, eleito para esse fim, deve-se as propriedades mecanicas melhoradas,
técnica simplificada e menor sensibilidade & contaminacdo pela saliva. Fundamentada
nas necessidades mais urgentes do tratamento odontoldgico, as pesquisas com ART
continuam, com o propdsito de preservar o 6rgdo dentdrio, evitando as extragdes
dentais.

Weerheijm et al. (1999) e Kreulen ef al. (1997) desenvolveram trabalhos
cultivando os microrganismos presentes em cavidades cariosas in vivo, antes e depois de
restauragdes com CIV, com remocdo apenas do tecido amolecido. Inicialmente,
compararam cavidades preenchidas com CIV ou uma resina. Encontraram na segunda
coleta, apds 7 meses, 90% de microrganismos viaveis sob as restauragdes. Em 1997
publicaram trabalho da comparagdo de CIV com amadlgama, utilizando a mesma
metodologia, coletando microrganismos das cavidades cariosas antes da restauracdo e
ap6s 6 meses desta. A dentina para ambos os grupos tornou-se escurecida e mais dura.
Houve uma reducado significantemente maior nos dentes selados com CIV dos niimeros
de S. mutans e Lactobacilus sp. Posteriormente, foi estendido o tempo da permanéncia
das restauragdes de CIV e amalgama por 2 anos. Encontraram entdo, iguais nimeros de
microrganismos viaveis, para ambos os grupos restauradores, considerando que a
remocdo completa da dentina cariada ¢ ainda o melhor tratamento, independentemente
do material restaurador utilizado (WEERHEIIM et al., 1999).

Viarios estudos tém sido feito com o intuito de melhorar as propriedades
deste material tao utilizado atualmente na Odontologia.

Sanders et al. (2002) inseriram clorexidina na massa de CIV modificado por
resina e avaliaram propriedades fisicas e microbioldgicas, comparando com controle. Os
resultados indicaram que a adi¢do de clorexidina ndo prejudicou as propriedades fisicas
avaliadas (dureza, resisténcia a tragdo diametral e erosdo) e, possibilitou uma boa
diminuicao de S. mutans quando comparado com o CIV sem adi¢do do antimicrobiano.

J& Osinaga et al. (2003) adicionaram sulfato de zinco aos CIV (convencional

e modificado por resina). A solubilidade aumentou, entretanto permaneceu dentro do
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limite ISO 7489 e a resisténcia a fratura nao foi afetada. A adigcdo de sulfato de zinco
aos CIV diminuiu os microrganismos em cultura e melhorou a liberagao de fluor, sem
alterar suas propriedades fisicas.

Pinheiro; Simionato; Oda em 2003 avaliaram a efetividade antimicrobiana
de CIV acrescido de propolis ou antibidticos sobre S. mutans, utilizando cimentos
recém-espatulados ou armazenados em 4gua por 48 horas. Observaram, pela
metodologia da difusdo em agar, que o CIV com acréscimo de antibidtico mostrou
maiores halos de inibi¢do bacteriana do que o mesmo acrescido de propolis.

A propolis € uma substancia natural produzida por abelhas para proteger e
vedar a colméia. A sua composi¢do varia de acordo com o local de onde ¢ coletada e da
flora regional utilizada. Durante muito tempo, a propolis vem sendo estudada por suas
propriedades antibacteriana, antifingica, antiviral, antiprotozoaria, citotdxica para
células tumorais, antiinflamatoria, regeneradora de tecidos, osteogénica, anestésica,
imunomodulatéria, etc. (MARCUCCI, 1995), sendo um produto natural, de baixo custo
e facil acesso. Vem sendo aplicada na odontologia devido as comprovacdes de
regeneragdo Ossea (STOJKO et al, 1978), formagdo de pontes dentinarias em
capeamentos pulpares (SCHELLER et al., 1978, BRETZ et al., 1998), estimulante da
cicatrizagdo de gengivites, aftas (SILVEIRA et al., 1988) e alvéolos, efeito antiplaca,
anticarie (IKENO; IKENO; MIYAZAWA, 1991), e efeito antimicrobiano em canais
radiculares contaminados (FERREIRA et al., 2004), indicando o seu uso nas areas de
Dentistica, Estomatologia, Periodontia, Cirurgia Oral, Endodontia e principalmente
Cariologia (MANARA et al.1999).

Ikeno et al. (1991) testaram o efeito da propolis em caries de ratos, na
inibi¢do de bactérias (Streptococcus sobrinus (S. sobrinus), S.mutans e Streptococcus
cricetus (S. cricetus)), na atividade da glicosiltransferase (Gtase) e na sintese de glucano
insoluvel produzidos pelos microrganismos em cultura. A atividade antimicrobiana foi
verificada por meio da técnica da difusdo em agar apds 48 horas de incubagdo
anaerobia. A inibicdo da formacdo de glucano foi demonstrada pela ndo aderéncia das
bactérias as paredes de tubos incubados inclinados. A inibicdo da Gtase foi observada
pela medida da quantidade de frutose liberada apos incubagdo da GTase obtida das
culturas, com sacarose, extrato etanolico de propolis (EEP) e outros reagentes. Os ratos
foram divididos em cinco grupos com adi¢cdo de 1% na agua de beber de: 1- etanol

(controle); 2- EEP (1 mg/mL); 3- etanol, para ratos inoculados com S. sobrinus; 4- EEP
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(1 mg/mL) ao mesmo tempo da inoculacao com S. sobrinus; ¢ 5- EEP (1 mg/mL) apos a

inoculagdo com S. sobrinus. Todos os ratos beberam agua ad libitum por 48 dias. Os
pesquisadores obtiveram os seguintes resultados: o extrato etanolico de propolis, obtido
de quatro diferentes regides, inibiu o crescimento bacteriano, com halos de 5,5 a 7,5
mm. O EEP inibiu efetivamente a sintese de glucano e inibiu a enzima Gtase em 40%
para S. sobrinus e S. cricetus, e em 60% para S. mutans. A carie dental na administracdo
de EEP a 1% na 4gua de beber nos grupos inoculados com a bactéria (grupos 4 e 5), foi
reduzida em 56,2% e 62,2%, respectivamente. Nao foram observados efeitos toxicos da
propolis no crescimento dos ratos, havendo aumento de peso de forma normal.

Verificou-se a acdo do ndo crescimento da microbiota cariogénica,
especialmente sobre estreptococos do grupo mutans, que estd fortemente associado com
o inicio do processo da doenga carie. Contudo, ainda existe a necessidade de
desenvolver novas e¢ melhores pesquisas aprofundadas quanto a sua composi¢do
quimica, veiculos, a terap€utica e as respectivas inter-relacdes (OTA; VALENTE,
1998).

Ferreira et al. (2000) avaliaram a capacidade antimicrobiana do extrato
etandlico de propolis a 10%, por meio dos métodos de microdilui¢ao e macrodiluigdo,
verificando grande acdo sobre microrganismos anaerobios; e também Ferreira et al.
(2004), testaram o efeito da propolis in vivo em dentes de caes, verificando a diminuicao
do nlimero de microrganismos intracanais.

Koo et al. (2002), verificaram a atuacdo da propolis sobre os
microrganismos do grupo mutans em relacao a inibicao da aderéncia e verificaram que a
propolis inibiu todos os microrganismos testados. A aderéncia celular e a formagdo de
glucanos foram totalmente inibidas pela concentragdo final de propolis.

Vargas et al. (2004) testaram o extrato de propolis a 5% nas bactérias Gram-
positivas Staphylococcus sp. Streptococcus sp. € Nocardia asteroideis e nas Gram-
negativas Escherichia coli, Salmonella sp., Proteus mirabilis e Pseudomonas
aeruginosa. Constataram que a propolis inibiu 67% do crescimento das bactérias
testadas; sendo 92,6% dos isolados Gram-positivos e 42,5% dos Gram-negativos.

Al-Shaher et al. (2004) testaram a citotoxicidade in vitro da propolis e
hidroxido de célcio sobre cultura de células de fibroblastos pulpares e do ligamento
periodontal. Constataram que a propolis possui um efeito altamente biocompativel

comparado com o efeito do hidroxido de célcio, uma vez que foi utilizada uma
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concentragdo bem menor de propolis em relacdo aquela do hidroxido de célcio,
apresentando excelentes resultados.

Lotufo et al. (2004) comprovaram que a solu¢do de propolis em
propilenoglicol e a mesma isoladamente sdo biocompativeis in vitro, e, portanto nao
afetam nem impedem o crescimento e a viabilidade de células dos fibroblastos da
mucosa bucal humana.

O maior problema com a propolis € que sua composi¢do varia com a flora da
regido, sendo influenciada pela forma como ¢ coletada e pelos métodos de extracdo.
Dessa forma, existe a necesidade de se desenvolver inveistigagdes mais aprofundadas
quanto a sua composi¢ao quimica, sua atividade terapéutica e a interrelagdo composi¢ao
quimica — atividade terapéutica (MANARA ef al.,1999).

Os estudos realizados com a préopolis relatam quase sempre a sua origem, de
que regido do pais foi coletada ou de qual tipo de flora as abelhas extraem os compostos
resinosos para fabrica-la. Como os trabalhos com esta substancia sdo relativamente
recentes em Odontologia, é necessario salientar que as pesquisas sejam realizadas com o
conhecimento quimico da substancia. Para isto, ¢ recomendado que as amostras de
propolis sejam padronizadas e tipificadas quimicamente (MARCUCCI, 2000).

O problema da resisténcia microbiana € crescente e a perspectiva de uso de
drogas antimicrobianas no futuro ¢ incerta (LOW et al., 2002). O uso de antibiodticos
necessita de cuidados especiais, indicagcdes e cautela, pois pode gerar resisténcia
bacteriana, especialmente na infincia onde criangas se encontram em uma fase critica
de desenvolvimento e crescimento. Hong et al. (2005) estudando mais de 600 criancas
que fizeram uso de amoxicilina no primeiro ano de vida, observaram manchas
semelhantes as de fluorose nos incisivos superiores, obtendo correlagdo estatistica
significante. Portanto, devem ser tomadas atitudes que possam reduzir este problema
como, por exemplo, controlar o uso de antibioticos, podendo aumentar a utilizacao de
antimicrobianos de origem natural, que se trata de uma alternativa sadia, eficaz e de
custo reduzido.

A idéia de acrescentar propolis aos CIV surgiu pelo efeito antimicrobiano
comprovado desta substancia sobre varios microrganismos, especialmente sobre
S.mutans, o principal microrganismo envolvido com a carie. Além de S. mutans, que € o

iniciador do processo carioso (LOESCHE, 1986), também ¢ interessante testar o efeito
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antimicrobiano destas substancias sobre Lactobacilus, um género bacteriano bastante

encontrado em cavidades cariosas (JORGE, 1998).
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3 - PROPOSICAO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar in vitro a efetividade
antimicrobiana de trés marcas de cimentos de iondmero de vidro (Ketac Molar, Fuji IX
e Vitremer), acrescidos de extrato de propolis ou amoxicilina, frente as cepas
microbianas padrdo de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Lactobacillus casei
(ATCC 393), por meio das metodologias de difusdo em agar e macrodilui¢ao em caldo.

Desta forma foi possivel avaliar as hipoteses nulas de que:

- nao ha diferenca na efetividade dos cimentos de ionomero de vidro sobre

os microrganismos testados,

- ndo ha diferencga na efetividade dos cimentos de iondomero de vidro com

0 acréscimo de outras substancias antimicrobianas, tais como o extrato
etanolico de propolis e amoxicilina e

- ndo ha diferenca da metodologia utilizada, nos resultados obtidos.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1-MATERIAL

4.1.1-CIMENTOS DE IONOMERO DE VIDRO

Os cimentos de ionémero de vidro testados, de acordo com a Tabela 1, foram:

Tabela 1 — Composicao dos cimentos de iondmero de vidro testados

Cimentos Indicacao Composicao

Fuji IX (GC America) indicado para ART P6: vidro de GC
aluminiosilicato,
acido poliacrilico
Liquido:

acido poliacrilico,
acido polibésico

Ketac Molar (3M ESPE) indicado para ART Pé6: vidro de fluorosilicato — 3M
ESPE
calcio-aluminio-lanthan,
copolimero,
pigmentos
Liquido:
acido acrilico,
copolimero de acido maléico,
acido tartarico,
acido benzdico

Vitremer (3M ESPE) modificado por resina  Pé: vidro de fluor — 3M ESPE
aluminio — silicato,
persulfato de potassio,
acido ascorbico
Liquido:
copolimero de &cido policarboxilico
50%,
20% de HEMA,
agua,
13% de copolimero de 4cido
carboxilico
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4.1.2 - EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS A 50%

O extrato etandlico de propolis foi obtido a partir de 50 gramas de propolis bruta
(so6lida). A propolis e o etanol (volume de 250 mL) foram acondicionados em um extrator
Soxhlet durante 8 horas. Apos este tempo, o extrato foi resfriado e a cera foi retirada por
filtragdo a frio, lavando-se o filtrado com etanol gelado. O filtrado foi concentrado em um
evaporador rotativo obtendo-se, portanto, o extrato mole ou o extrato etandlico seco de
propolis (EEP). O procedimento de extragdo foi realizado na Universidade Bandeirante de
Sao Paulo — UNIBAN - Sao Paulo, sendo gentilmente cedida pela Professora Doutora
Maria Cristina Marcucci Ribeiro. A propolis foi classificada como BRP1 (MARCUCKCI,
2000). A concentracao de propolis empregada nos testes foi de 50% (p/v).

4.1.3 - AMOXICILINA

Este antibiotico encontra-se disponibilizado em p6 para o comércio. Em baldo
volumétrico foi adicionada agua destilada esterilizada com amoxicilina P.A. em po,

obtendo-se, portanto uma solu¢@o na concentragao de 25% (p/v).

4.1.4 - MEIOS DE CULTURA

Foi utilizada a forma liquida (caldo) para os repiques e testes de diluicdo. A
forma de agar (so6lida) foi usada para o cultivo em placas e para a metodologia da difusdo.

Todos os meios foram preparados conforme a indicagao do fabricante, sendo
esterilizados em autoclave a 121° C por 15 minutos, dispersos cuidadosamente em camara
asséptica e conservados em geladeira.

Os meios utilizados foram:

- Brain Heart Infusion (Difco);

- Mueller Hinton Agar (Difco) e

- Bacto Agar (BD).
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4.1.5 - MICRORGANISMOS

Foram obtidas duas cepas bacterianas de referéncia, liofilizadas e catalogadas
com um numero de registro da American Type Culture Colection (ATCC), provenientes da

Fundacao Tropical de Pesquisas André Tosello — Campinas — SP:

-Streptococcus Mutans - ATCC 25175
-Lactobacilus Casei - ATCC 393

Com pipetas Pasteur foram transferidos 0,5 mL de caldo BHI para as ampolas
contendo as cepas para a reconstitui¢do. Em tubos Pyrex, foram colocados 4 mL de caldo e
realizados repiques sucessivos para crescimento destes microrganismos. Apds a
transferéncia para o caldo, os tubos foram incubados em jarra de anaerobiose com vela
acesa ¢ seu crescimento foi detectado através da turvacdo do caldo.

Foram feitos estoques das cepas em caldo com glicerol (Synth, Diadema - SP) e
congelados. Quando necessario, os estoques foram descongelados e reativados para
utilizagdo nos testes.

Foi verificada a morfologia das colonias em placas de Petri, seguida pela
confirmacdo da morfologia celular pelo método da coloracdo de Gram. Ambos os

procedimentos foram realizados para confirmagao da pureza das cepas.

4.2 - METODOS

4.2.1 - OBTENCAO DOS CORPOS-DE-PROVA

O peso de p6 e do liquido foi padronizado para todos os materiais, medidos em

balanc¢a analitica de precisdo, respeitando a propor¢ao pé/liquido indicada pelo fabricante.
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Para a manipulacdo, foram utilizadas placas de vidro e espatulas de pléstico, de forma
asséptica, por um unico operador. Os CIVs foram manipulados nas proporg¢des de acordo

com a Tabela 2.

Tabela 2 — Proporg¢des dos cimentos de ionomero de vidro de acordo com a recomendagao

do fabricante

Cimentos Peso Propor¢ao do fabricante (g/g)
Ketac Molar 0,1300 g de po 2,9/1
0,045 g de liquido
Fuji IX 0,1290 g de po 3,6/1
0,0360 g de liquido
Vitremer 0,1250 g de po 2,5/1
0,050 g de liquido

Foram confeccionadas amostras de cada cimento com quatro diferentes
concentracdes dos antimicrobianos, inseridos no momento da espatulagdo. Foram
realizados estudos-piloto onde se observou que um acréscimo de até 15 uL das solugdes
antimicrobianas (extrato etandlico de propolis a 50% e solucdo aquosa de amoxicilina a
25%), ndo causou alteracdo no tempo de presa dos CIV, para o tamanho da amostra deste.
Foram entdo determinados quatro volumes dos antimicrobianos a serem inseridos na massa
dos CIV: 8, 10, 12 e 15 uL, que corresponderam a concentragdes aproximadas de 1, 1,3,
1,5 e 2% respectivamente.

As amostras foram confeccionadas em forma de disco em matriz metalica com
cinco mm de diametro por 2mm de altura (Figura 1). Imediatamente apds a espatulacao, os
espécimes foram inseridos na matriz previamente vaselinada com pincel “microbrush” (KG
Sorensen, Sao Paulo, SP), cobertos por tira de poliéster e pressionados entre duas laminas
de vidro transparente para delimitar a espessura do espécime, através da pressdo digital.

Para o cimento Vitremer, foi realizada a fotoativacdo por 40 segundos em cada uma das
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faces, com auxilio de fotopolimerizador Optilight Plus 500mW/cm® (Gnatus, Ribeirdo
Preto — SP). Em seguida, foram aguardados 15 minutos para serem removidos da matriz e
armazenados em uma caixa plastica esterilizada (Figura 2). Foi também realizado estudo-
piloto verificando a atividade inocua da vaselina sobre os microrganismos, uma vez que

este material era utilizado na matriz metalica para confeccdo dos corpos-de-prova,

possibilitando a remogao destes ap0ds a presa.

Figura 2 — Caixa pléstica esterilizada para armazenamento das amostras dos CIV até a

colocagdo no meio de cultura.
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4.2.2 - MACRODILUICAO EM CALDO

4.2.2.1 - Diluig@o dos antimicrobianos

Na macrodilui¢do, foram utilizados tubos Pyrex de 13X100 mm, de tampa
rosqueavel, com 4mL de caldo BHI, dentro dos quais foi colocada uma amostra do CIV
isolado ou adicionado com os antimicrobianos, prépolis ou amoxicilina, em diferentes
concentragoes.

Em seguida, foram inseridos mais dois mL de caldo BHI em cada tubo com o
inoculo bacteriano. O valor da concentragdo do indoculo e¢ do antimicrobiano, foi

previamente calculado para o total de quatro mL (Figura 3).

Figura 3 — Tubos de diluicdo com amostras de CIV (base do tubo) com diferentes

concentragdes do antimicrobiano e indculo.
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Apbs a inser¢do das amostras e indculo nos tubos, os mesmos foram incubados
em jarra de anaerobiose com chama de vela para geragdo de CO, necessario ao crescimento
das bactérias citadas (Figura 4). Apos 48 horas a 37° C, os tubos foram retirados da jarra

para verificar o crescimento microbiano através da turvagdo do meio de cultura.

Figura 4 — Jarra de anaerobiose com vela acesa para remog¢ao do oxigénio e liberacdo de

CO,, necessario ao cultivo de S. mutans e L. casei.

4.2.2.2 - Obteng¢do do Inéculo

O indculo foi obtido através de repiques realizados diariamente. O crescimento
bacteriano foi obtido na fase exponencial, no periodo de 24 horas no caldo BHI em
anaerobiose a 37° C. A absorbancia do indculo foi lida em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de luz visivel de 540 nm, para verificar a condicao de turvagdo.
Através da propor¢do com a escala de MacFarland, foi calculada a quantidade de unidades

formadoras de colonia (UFCs) por mL contida nos tubos. Assim, o in6culo foi diluido em
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caldo BHI, para que, apods inserido nos tubos de diluicdo, estes ficassem com a

concentracdo de 5 x 10° UFC/mL.

4.2.2.3 - Obtencao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Os tubos foram agitados (Agitador de tubos AP 56 Phoenix, Araraquara — SP) e
as absorbancias dos tubos de dilui¢do lidas em espectrofotometro 20 Genesys (Spectronic
Instruments, EUA). As leituras dos resultados foram feitas pela condi¢do da turvagdo dos
tubos e pelos valores apds leitura, que determinou a CIM de cada amostra dos
antimicrobianos e suas associacdes. A CIM significa a menor quantidade do antimicrobiano

capaz de produzir uma inibi¢do completa do crescimento visivel.

4.2.2.4. Obtencao da Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

Apbs a leitura dos tubos no espectrofotometro e verificadas suas absorbancias,
foram transferidos 25 pL dos tubos para placas de Petri de 15X60 mm, contendo 5 mL de
agar BHI, espalhados com algas de Drigalski. As placas foram incubadas nas jarras por
mais 24 horas a 37° C. Apds este periodo, foi possivel observar a CBM, ou seja, a menor
concentracdo das associacdes (EEP ou Amoxicilina aos CIV), que resultaram em nao

crescimento microbiano.
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4.2.3 - DIFUSAO EM AGAR

4.2.3.1 - Obtengdo do indculo

O indculo foi obtido por meio de crescimentos sucessivos em caldo. Foi
utilizado o meio de cultura d4gar Mueller-Hinton ¢ BHI (Brain Heart Infusion) agar (Difco,
EUA) para a difusdo. Os meios preparados foram esterilizados em autoclave a 121° C por
15 minutos e mantidos em estufa a 37°C durante 24 horas para teste de esterilidade. Placas
de Petri de 130 mm de didmetro foram preenchidas com uma camada de 10 mL de agar
Mueller-Hinton como base.

Para a obtencdo do indculo, os microrganismos foram inoculados em solugao
salina esterilizada e a suspensdo ajustada por meio de leitura em espectrofotdometro, a uma
turvagdo equivalente ao padrao 0,5 da escala de Mc Farland.

Quinhentos microlitros desta suspensao foram inoculados em frascos contendo
50 mL de 4gar BHI a 46° C, portanto, ainda na forma liquida, homogeneizados e entio
dispensados nas placas previamente preparadas com o agar Mueller-Hinton, obtendo o
volume final de 20 mL. Foi utilizado o microrganismo disperso no agar ainda liquido com
o objetivo de uniformizar o crescimento do mesmo na placa. Apés o endurecimento da
camada superior, foram colocados os antimicrobianos (CIV) na sua superficie. O

procedimento foi feito em triplicata.

4.2.3.2 - Inser¢ao dos antimicrobianos

Apo6s o preparo de todas as placas com a camada dupla com o indculo, foram
inseridos 3 corpos de prova em cada placa, registrando-se suas respectivas concentragdes e
composi¢ao (Figura 5). Apés 2 horas para difusdo do antimicrobiano, as placas foram

incubadas em jarra de anaerobiose com vela acesa, em estufa a 37C° durante 24 horas.
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Figura 5 — Colocagdo do CIV sobre a camada com o in6culo na metodologia da difusdo em

agar.

4.2.3.3 - Leitura dos halos de inibi¢ao
Apos este periodo, foi realizada a leitura dos halos formados em milimetros,

sempre por um unico operador.

4.2.3.4 — Analise estatistica
Os dados foram expressos como média dos halos inibitérios em milimetros +
erro-padrdao da média (EPM). A analise estatistica dos dados foi realizada através do
programa PRISM 4.0 (Graph Pad, USA), com os seguintes testes:
e analise de varidancia (ANOVA a um critério) seguido do teste de
Bonferroni, assumindo-se p< 0,05 e

e teste t de Student ndo-pareado, assumindo-se p< 0,05.
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S —RESULTADOS

5.1 - MACRODILUICAO EM CALDO

Nas tabelas 3 e 4 sdo apresentados os resultados das concentragdes inibitdrias
minimas (CIM) dos cimentos de ionomero de vidro (CIV) acrescidos de propolis ou
amoxicilina, testados pelo método da macrodilui¢do em caldo sobre os microrganismos S.

mutans e L. casei.

Tabela 3 — Concentragdes inibitorias minimas (CIM) em percentual de propolis

inserida nos cimentos de iondmero de vidro (CIV) sobre S. mutans e L. casei.

Fuji IX Ketac Molar Vitremer
S. mutans 0* 0 0
L. casei 0 0 0

* 0 — zero, indica que nenhuma das concentragdes de propolis utilizadas nos CIV foi capaz de produzir
inibi¢do do microrganismo nesta metodologia.

Tabela 4 — Concentragdes inibitérias minimas (CIM) em percentual de

amoxicilina inserida nos cimentos de ionomero de vidro (CIV) sobre S. mutans e L. casei.

Fuji IX Ketac Molar Vitremer

S. mutans 1,3% (10uL) 1% (8uL) 1% (8uL)
L. casei 1% (8uL) 1% (8uL) 1% (8uL)




Resultados 38

Nas tabelas 5 e 6 sdo apresentados os resultados das concentragdes bactericidas
minimas (CBM) dos cimentos de iondmero de vidro (CIV) acrescidos de propolis ou
amoxicilina, testados pelo método da macrodilui¢do em caldo sobre os microrganismos S.

mutans € L. casel.

Tabela 5 — Concentragdes bactericidas minimas (CBM) em percentual de

propolis inserida nos cimentos de iondmero de vidro (CIV) sobre S. mutans e L.casei.

Fuji IX Ketac Molar Vitremer
S. mutans 0 0 0
L. casei 0 0 0

Tabela 6 — Concentracdes bactericidas minimas (CBM) em percentual de

amoxicilina inserida nos cimentos de ionomero de vidro (CIV) sobre S. mutans e L.casei.

Fuji IX Ketac Molar Vitremer

S. mutans 2% (15 pL) 1,5% (12 uL) 2% (15 uL)
L. casei 0 0 0
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A figura 6 mostra exemplo de uma série dos tubos de diluicdo com amostras de
um CIV acrescido de um antimicrobiano nas quatro diferentes concentragdes sobre o

microrganismo testado.

8 uL 10 uL 12ul 15uL
1% 1,3% 1,5% 2%

Figura 6 — Vista de uma série de tubos indicando auséncia ou presenga de
crescimento microbiano através da turvagao do meio de cultura, apds incubagdo em jarra de
anaerobiose com chama de vela a 37°C por 48 horas, com amostras do CIV Fuji IX
acrescido de amoxicilina em quatro diferentes concentragdes (8, 10, 12 e 15 uL da solugao-

mae de amoxicilina a 25% na massa do CIV) sobre o microrganismo S.mutans.
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As concentracdes bactericidas minimas (CBM) dos CIV testados foram obtidas
por meio do crescimento das coldnias nas placas de 4gar BHI (15 x 60 mm). Foi destinada
uma placa para cada valor de concentragdo e estas apresentaram presenga ou auséncia de
crescimento. Neste estudo, ndo houve situagdes intermediarias, que proporcionassem
contagem de colonias. Em duas concentragdes imediatamente seguintes houve total

inibi¢do ou crescimento em abundancia (Figura 7).

Figura 7 — Placas de 4gar BHI demonstrando a placa correspondente 8 CBM
obtida para CIV acrescido de amoxicilina frente a bactéria Streptococcus mutans, apos
incubag@o em jarra de anaerobiose com chama de vela a 37°C por 48 horas. Em A, observa-

se auséncia de crescimento e em B, presenca de crescimento.
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5.2 - DIFUSAO EM AGAR

5.2.1 - Efeito da adicio de propolis ou amoxicilina nos cimentos de

ionémero de vidro (CIV) sobre o microrganismo S. mutans

A inibicdo bacteriana proporcionada pelos trés diferentes cimentos acrescidos
ou ndao do extrato etandlico de propolis a 50% ou amoxicilina a 25% sobre o
microrganismo S. mutans, obtida pela metodologia da difusdo em agar, estd expressa na
tabela 7 e nas figuras 8 a 12. Os valores das tabelas sdo as médias dos valores obtidos nos

experimentos realizados em triplicata.

Tabela 7 — Média dos halos inibitérios em milimetros (mm) obtidos com os CIV acrescidos

ou ndo de diferentes concentragdes de propolis ou amoxicilina sobre o microrganismo S.

mutans.
Fuji IX Ketac Molar Vitremer Solucao Solucao de
de Amoxicilina
propolis
Cimento puro 0 0 8
0 55
concentracdo de
prépolis
1,0% 4 12 20
1,3% 3 0 6
1,5% 7 0 23
2,0% 9 0 19
concentracdo de
amoxicilina
1,0% 25 28 38
1,3% 17 26 41
1,5% 34 22 49

2,0% 32 38 53
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As figuras 8 e 9 apresentam o aspecto das placas com o meio de cultura Miller-
Hinton ¢ BHI, e crescimento bacteriano, demonstrando formagdo, ou ndo, de halos
inibitérios conforme o CIV testado e a concentracdo do antimicrobiano, adicionado nestes

cimentos.

Os halos produzidos na metodologia da difusdo em agar, para o microrganismo
S. mutans mostraram que os cimentos, acrescidos de propolis ou amoxicilina, tiveram
diferencas entre si. O cimento Vitremer foi estatisticamente mais efetivo contra esta
bactéria do que os demais, Fuji IX e Ketac Molar (ANOVA a um critério, p<0,05 seguido

por Bonferroni), como demonstrado nas figuras 10 e 11.

Os halos produzidos na metodologia da difusdo em agar, para o microrganismo
S. mutans, mostraram que os cimentos, acrescidos de propolis ou amoxicilina, tiveram
diferencas entre si. Através do teste t de Student ndo pareado (p<0,05), os cimentos
acrescidos de propolis produziram halos significantemente menores do que os CIV

adicionados de amoxicilina, conforme figura 12.
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Figura 8 — Halos inibitérios do crescimento bacteriano de S.mutans
produzido pelos CIV acrescidos de extrato de propolis, apos incubagdo em jarra de

anaerobiose com chama de vela a 37°C por 48 horas.

Figura 9 — Halos inibitorios do crescimento bacteriano de S.mutans
produzido pelos CIV acrescidos de amoxicilina, apds incubagdo em jarra de

anaerobiose com chama de vela a 37°C por 48 horas.



Resultados 44

\
1

£

E 25-

2

] _*
S 20-

g

(%] 154

o

9

» 104

K=l

\h

2 54

2

c

o 0 T T T
g Fuiji Ketac Vitremer

CIV acrescidos de Prépolis

Figura 10 — Halos inibitorios (média) dos cimentos de iondmero de vidro (CIV)
acrescidos de propolis (nas concentragdes de 1 a 2%) sobre S. mutans. As barras
representam os erros padroes das médias, * estatisticamente diferente de Fuji IX e Ketac

Molar, ANOVA a um critério, p<0,05, seguido por Bonferroni.
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Figura 11 — Halos inibitorios (média) dos cimentos de iondmero de vidro (CIV)
acrescidos de amoxicilina (nas concentragdes de 1 a 2%) sobre S. mutans. As barras
representam os erros padrdes das médias, * estatisticamente diferente de Fuji IX e Ketac

Molar, ANOVA a um critério, p<0,05, seguido por Bonferroni.
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Figura 12 — Halos inibitorios (média) dos cimentos de iondmero de vidro (CIV) acrescidos

de propolis ou amoxicilina (nas concentragdes de 1 a 2%) sobre S. mutans. As barras

representam os erros padroes das médias.

* estatisticamente diferente de FA

# estatisticamente diferente de KA

** estatisticamente diferente de VA

(teste t de Student, ndo pareado, p<0,05)
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5.2.2 - Efeito da adicio de propolis ou amoxicilina nos cimentos de

ionémero de vidro (CIV) sobre o microrganismo L. casei

A inibicdo bacteriana proporcionada pelos trés diferentes cimentos acrescidos
ou nao do estrato etanolico de propolis a 50% ou amoxicilina a 25% sobre o microrganismo
L. casei, obtida pela metodologia da difusdo em éagar, esta expressa na tabela 8 e nas figuras
13 a 17. Os valores das tabelas sdo as médias dos valores obtidos nos experimentos

realizados em triplicata.

Tabela 8 — Média dos halos inibitorios em milimetros obtidos com os CIV acrescidos ou

ndo de diferentes concentragdes de propolis ou amoxicilina sobre o microrganismo L. casei.

Fuji IX Ketac Molar  Vitremer Solugdo de  Solugao de

propolis amoxicilina
Cimento puro 0 0 0
concentracao 0 56
de propolis

1,0% 0 0 0
1,3% 0 4 0
1,5% 0 0 2
2,0% 0 0 3

concentracao

de amoxicilina
1,0% 15 10 22
1,3% 16 13 29
1,5% 19 16 34

2,0% 22 19 47
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As figuras 13 e 14 apresentam o aspecto das placas com o meio de cultura
Miller-Hinton e BHI, e crescimento bacteriano, demonstrando formacao, ou ndo, de halos
inibitérios conforme o CIV testado e a concentragdo do antimicrobiano adicionado nestes

cimentos.

Os halos produzidos na metodologia da difusdo em agar, para o microrganismo
L. casei mostraram que os cimentos acrescidos de propolis nao tiveram diferengas entre si

(ANOVA a um critério, p<0,05 seguido por Bonferroni), como demonstrado na figura 15.

Os halos produzidos na metodologia da difusdo em agar, para o microrganismo
L. casei, mostraram que os cimentos, acrescidos de amoxicilina, tiveram diferengas entre si.
O cimento Vitremer foi estatisticamente mais efetivo contra esta bactéria do que os demais,
Fuji IX e Ketac Molar (ANOVA a um critério, p<0,05 seguido por Bonferroni), como

demonstrado na figura 16.

Os halos produzidos na metodologia da difusdo em 4gar, para o microrganismo
L. casei, mostraram que os cimentos, acrescidos de propolis ou amoxicilina, tiveram
diferengas entre si. Através do teste t de Student ndo pareado (p<0,05), os cimentos
acrescidos de propolis produziram halos significantemente menores do que os CIV

adicionados de amoxicilina, conforme figura 17.



Resultados 48

Figura 13 — Halos inibitérios do crescimento bacteriano de L.casei
produzido pelos CIV acrescidos ou ndo de extrato de propolis, apds incubagdo em

jarra de anaerobiose com chama de vela a 37°C por 48 horas.

Figura 14 — Halos inibitérios do crescimento bacteriano de L.casei
produzido pelos CIV acrescidos de amoxicilina, apds incubacdo em jarra de

anaerobiose com chama de vela a 37°C por 48 horas.
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Figura 15 — Halos inibitorios (média) dos cimentos de iondmero de vidro (CIV)
acrescidos de propolis (nas concentragdes de 1 a 2%) sobre L. casei. As barras representam
os erros padroes das médias, ndo havendo diferenga estatistica entre os cimentos, ANOVA

a um critério, p<0,05, seguido por Bonferroni.
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Figura 16 — Halos inibitorios (média) dos cimentos de iondmero de vidro (CIV)
acrescidos de amoxicilina (nas concentragdes de 1 a 2%) sobre L. casei. As barras
representam os erros padroes das médias, * estatisticamente diferente de Fuji IX e Ketac

Molar, ANOVA a um critério, p<0,05, seguido por Bonferroni.
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Figura 17 — Halos inibitorios (média) dos cimentos de iondmero de vidro (CIV) acrescidos
de propolis ou amoxicilina (nas concentracdes de 1 a 2%) sobre L. casei. As barras
representam os erros padroes das médias.

* estatisticamente diferente de FA

# estatisticamente diferente de KA

** estatisticamente diferente de VA

(teste t de Student, ndo pareado, p<0,05)
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5.2.3 — Comparacido da suscetibilidade bacteriana aos cimentos de

iondomero de vidro (CIV) adicionados de prépolis ou amoxicilina

Na metodologia da difusdo em agar, os halos produzidos pelos trés cimentos,
acrescidos de propolis ou amoxicilina, mostraram que 0s microrganismos tiveram
diferencas entre si. Através do teste t de Student ndo pareado (p<0,05), o microrganismo L.
casei foi significantemente mais resistente (menor taxa de inibicdo) do que S. mutans,

conforme figura 18 e 19.

*

——

L)
S. mutans L. casei
Microrganismos testados

Halo inibitério dos CIV + Prépolis (mm)
(<2}
[]

Figura 18 — Halos inibitorios (média) dos cimentos de iondmero de vidro (CIV) acrescidos
de propolis sobre os microrganismos testados: Streptococcus mutans (S. mutans) e
Lactobacilus casei (L. casei). As barras representam os erros padroes das médias, *

estatisticamente diferente de S. mutans, teste t de Student, ndao pareado, p<0,05.
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Figura 19 — Halos inibitorios (média) dos cimentos de iondomero de vidro (CIV) acrescidos
de amoxicilina sobre os microrganismos testados: S. mutans e L. casei. As barras
representam os erros padroes das médias, * estatisticamente diferente de S. mutans, teste t

de Student, ndo pareado, p<0,05.
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6 - DISCUSSAO

A utilizagcdo de diferentes metodologias para avaliar a atividade de um
antimicrobiano dificulta a comparagdo dos resultados obtidos. Tendo isso em vista, o
presente estudo utilizou os métodos da diluicdo do antimicrobiano em meio de cultura
liquido e da difusdo do antimicrobiano em 4gar, com o objetivo de verificar qual deles
propiciaria melhor andlise do tipo de amostra proposta. A primeira técnica permite obter
um resultado preciso da concentragdo que inibe um microrganismo de forma bactericida
e bacteriostatica, consumindo bastante tempo e trabalho (FINEGOLD; BARON, 1986),
adequada para testes com nimero reduzido de antimicrobianos e cepas.

O método de difusdo em 4gar (método de Kirby-Bauer) nao é recomendado
para microrganismos anaerobios devido as complexidades e variacdes advindas do
crescimento lento e variado destes. Entretanto, ¢ extensamente usado para
microrganismos aerobios e facultativos, mas s6 ¢ viavel quando sdo testados discos de
antibidticos com gradientes de difusdo semelhantes, possibilitando que as drogas sejam
comparadas (FERREIRA, 1999). Mas, mesmo nos testes em que se utilizam
antibidticos, ¢ pobre a correlacdo entre o tamanho dos halos e os resultados da
concentra¢do inibitoéria minima dos testes de diluicido (KONEMAN et al., 1997).

O método de referéncia para avaliar a atividade antibacteriana,
especialmente anaerdbios, proposto pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), EUA, hoje renomeado CLSI (Clinical and Laboratory Standards

Institute) € o da diluicdo do antimicrobiano em agar (www.nccls.org). Entretanto, esta

técnica seria inviavel neste caso, uma vez que o antimicrobiano aqui testado se encontra
no estado sélido e seria impossivel dissolvé-lo no meio de cultura sélido (agar). Assim,

foi possivel testar apenas as duas metodologias descritas acima.

Os microrganismos testados — S. mutans e L. casei - estdo presentes em altos
nimeros na placa cariogénica, uma vez que sdo selecionados neste micro-ambiente. Na
placa cariogénica ocorre a formagao de acidos pelas proprias bactérias, de forma que as
aciduricas — aquelas capazes de sobreviver em meio acido — se sobressaem (LOESCHE,
1986). Por sua associacdo com a carie dentéria, a escolha para utilizagdo neste estudo

recaiu sobre ambas as espécies.
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As principais vantagens clinicas no uso dos cimentos ionoméricos sao as
suas propriedades de adesividade, liberagao de fluor, coeficiente de expansao térmica e
biocompatibilidade pulpar (LIMA et al,1992, NAVARRO; PALMA, 1994).
Representam importante opcdo de material restaurador, com selamento marginal
adequado, diminuindo a infiltragdo, somada a liberacdo de fllior, que inibe o
metabolismo de microrganismos acidogénicos e favorece a remineralizagdo dental,
diminuindo a ocorréncia de carie secundéria (PEDRINI ef al., 2001). Com um pH mais
baixo, aumenta a acdo antimicrobiana do fluor, que pode afetar o crescimento

bacteriano local, por diferentes mecanismos (COSTA et al., 1996).

Quando comparadas com as restauracdes de amalgama e resina, os cimentos
de iondmero de vidro promovem redugao de niveis de S. mutans na placa das margens
de tais restauracdes (WEERHEIIM et al., 1999, KREULEN et al., 1997). A liberagao
de flaor dos cimentos ionoméricos ocorre com maior intensidade nas primeiras 24 a 48
horas e permanece em menor concentragao por longos periodos (WANG et al., 2004).
Segundo Carvalho ef al. (1990), a alta taxa de liberagdo nas primeiras 24 horas se deve a
presa lenta do iondmero, que desloca elementos ionicamente ativos (incluindo o fliior)

nas primeiras etapas da geleificacao.

Weerheijm et al. (1999) e Kreulen et al (1997) -cultivando os
microrganismos presentes em cavidades cariosas in vivo, observaram apds remog¢ao
apenas do tecido amolecido, antes e depois de restauragdes, que, aos 7 meses, haviam
microrganismos vidveis sob as restauracdes. No entanto, houve uma redugdo
significantemente maior de S. mutans e Lactobacilus sp. nos dentes selados com CIV.
No controle das restauracdes de CIV e amalgama ap6s 2 anos, encontraram iguais
nimeros de microrganismos vidveis, para ambos os grupos restauradores. O amalgama
também possui expansdo com o tempo e possivelmente, igualou seus efeitos aos do
CIV.

Porém, o fato de restarem microrganismos ainda viaveis nestes estudos, gera
a tentativa de se melhorar ainda mais a adesividade, efeito antimicrobiano e demais
propriedades desses materiais restauradores. Estes fatores podem aumentar a
durabilidade das restauracoes, principalmente em ART, onde, pelas condi¢des adversas,
possivelmente haverd maior nimero de microrganismos no fundo da cavidade

preparada.
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A restauracao do elemento dentario através da técnica do ART pode fazer
com que dentes condenados a extragdo em locais sem recursos sejam preservados
(CEFALY et al., 2005).

Diante disso, alguns estudos, assim como o presente, buscam melhorar as
propriedades de materiais restauradores, especialmente dos CIV. Sanders et al. (2002)
inseriram clorexidina na massa de CIV modificado por resina e a adi¢do de clorexidina
ndo prejudicou suas propriedades fisicas, possibilitando a diminui¢do de S. mutans.
Osinaga et al. (2003) adicionaram sulfato de zinco aos CIV (convencional e modificado
por resina), o que diminuiu os microrganismos em cultura e melhorou a liberagdo de
fltior, sem alterar suas propriedades fisicas. Pinheiro; Simionato; Oda (2003) avaliaram
a efetividade antimicrobiana de CIV acrescido de propolis ou antibidticos sobre S.
mutans, observando que o CIV com acréscimo de antibiético mostrou maiores halos de
inibi¢do bacteriana do que com propolis. Dessa forma, as tentativas existem e devem ser
melhor investigadas.

Na presente pesquisa, o antibidtico amoxicilina acrescido aos CIV foi
introduzido como um padrdo de comparacdo pelo seu efeito antimicrobiano ja bem
conhecido (LOW et al., 2002).

A inser¢ao do extrato etandlico de propolis na massa dos CIV foi sugerido
primeiramente por Pinheiro; Simionato; Oda (2003), com resultados ndo animadores, de
tal forma que foi despertado o interesse para o teste com outra metodologia (diluigdo em
caldo), outro microrganismo (L. casei) e diferentes concentracdes de propolis.

A utilizagdo de uma amostra de propolis tipificada (MARCUCCI, 2000) ¢
fundamental para que se conheca os efeitos desta substancia testada, através de seus
componentes. Uma amostra padronizada também viabiliza que novos experimentos
sejam realizados e reproduzidos, obtendo-se resultados cada vez mais confidveis e de
maior aplicabilidade clinica.

Estudos in vitro chamam a aten¢@o para a propolis por ser uma substancia
capaz de, ao mesmo tempo, eliminar microrganismos (KEDZIA, 1990, IKENO;
IKENO; MIYAZAWA, 1991, FERREIRA et al., 2000, KOO et al., 2002, VARGAS et
al., 2004) e nao agredir os tecidos vivos (SILVEIRA et al., 1988, AL-SHAHER ef al.,
2004) com efeito antiinflamatoério, diferentemente de outros antimicrobianos utilizados

em Odontologia.
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Ja foram comprovadas por meio de vasta literatura, as propriedades da
propolis como antibacteriana, antifungica, antiviral, antiprotozoaria, citotdxica para
células tumorais, antiinflamatoria, regeneradora de tecidos, osteogénica, anestésica e
imunomodulatéria (MARCUCCI, 1995), regeneragdo 6ssea (STOJKO et al., 1978),
formagao de pontes dentinarias em capeamentos pulpares (SCHELLER et al., 1978,
BRETZ et al., 1998), estimulante da cicatrizacdo de gengivites e aftas (SILVEIRA et
al., 1988), efeito antiplaca, anticarie (IKENO; IKENO; MIYAZAWA, 1991), efeito
antimicrobiano em canais radiculares contaminados (FERREIRA et al., 2004) e atuagao
sobre os microrganismos do grupo mutans em relagdo a inibi¢do do crescimento em
cultura, inibicdo da aderéncia celular e a formagao de glucanos (KOO et al., 2002).

Com relagdo a biocompatibilidade, os estudos de Al-Shaher et al. (2004) e
Lotufo et al. (2004) deram subsidios, por meio de cultura de células - fibroblastos de
polpa, periodonto ¢ mucosa oral - para que a propolis demonstrasse manuten¢dao da
viabilidade celular. No primeiro trabalho, inclusive, a comparagao ¢ feita com hidréxido
de célcio, uma substincia largamente utilizada em capeamentos pulpares, com
reconhecida biocompatibilidade e, a propolis demonstrou efeito 10 vezes mais protetor e
menos citotoxico.

O desafio maior talvez seja como padronizar e utilizar a prdopolis, seus

veiculos, dosagens e formas de aplicagao.

Os microrganismos testados no presente estudo mostraram diferentes
suscetibilidades entre si. S. mutans foi bem mais suscetivel do que L. casei, de forma
estatisticamente significante. Pode-se realizar testes de suscetibilidade microbiana com
S. mutans apenas, por ser o microrganismo de maior viruléncia na etiologia da carie
dentaria, no entanto, este tem demonstrado menos resisténcia aos antimicrobianos. As
atengdes devem se voltar também aos Lactobacilus sp., uma vez que também sdo
relacionados com o processo carioso € sdo menos sensiveis nos testes in vitro, como
aqui demonstrado e também observado por Imazato et al. (2002). Estes autores
avaliaram o efeito antimicrobiano de diversos adesivos pela macrodilui¢do em caldo,
obtendo concentragdes inibitdrias e bactericidas minimas (CIM e CBM). Observaram

que todos os isolados de L. casei mostraram CBMs maiores que as demais bactérias, S.
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mutans € Actinomyces viscosus, esta ultima bastante relacionada com caries radiculares
(JORGE, 1998). Imazato et al. (2002) detectaram ainda que A4. viscosus foi inibido e
eliminado com as menores concentragcdes de todos os produtos testados, ou seja, foi a
mais sensivel das trés espécies.

Os CIV testados neste estudo foram dois indicados para ART, possuindo
maior densidade (Fuji IX e Ketac Molar) e um cimento de iondémero de vidro
modificado por resina (Vitremer), inicialmente inserido como uma referéncia, por ser
um cimento bastante utilizado e pesquisado.

Cefaly et al. (2005) avaliaram o comportamento de duas marcas de
cimentos de ionomero de vidro apds 6 meses de realizacdo da técnica do ART em
cavidades de duas ou mais faces. Um deles era Ketac Molar, um CIV de alta densidade,
indicado para ART e o outro era Fuji VIII, um CIV modificado por resina. A taxa de
sucesso das restauragdes foi de 96,6% e 100% para os dois cimentos respectivamente,
ou seja, nao houve diferenca de desempenho entre eles, e ambos corresponderam as
necessidades clinicas no prazo avaliado. CIVs de alta densidade foram especificamente
desenvolvidos para ART, uma vez que estas restauragcdes podem permanecer por longos
tempos ¢ a alta densidade da massa propicia resisténcia a mastigacdo. Também os
cimentos modificados por resina foram desenvolvidos a partir dos CIV convencionais,
com melhores propriedades mecanicas. Cefaly et al. (2005) mostraram que ha uma
perspectiva promissora da técnica do ART com os dois tipos de cimentos, de maior
densidade e modificado por resina.

No presente estudo, o Vitremer, que ¢ modificado por resina, foi o que
mostrou maior efetividade antimicrobiana. Este fato pode estar relacionado com a maior
densidade dos outros dois cimentos que sdo especificos para ART, ou seja, possuem
maior densidade e, dessa forma menor potencial de solubilidade. Se Ketac Molar e Fuji
IX possuem menor solubilidade, pode se esperar que os antimicrobianos propolis e
amoxicilina inseridos em sua massa sejam menos liberados, gerando menor inibi¢do
bacteriana. Desta forma, ¢ necessaria a realizacdo de testes de solubilidade para estes
cimentos, para se confirmar esta hipotese.

Loyola-Rodriguez et al. (1994) observaram que o cimento Vitremer
apresentou melhor atividade antibacteriana, ficando em segundo lugar quanto a
capacidade antimicrobiana com outros CIV, de base ou restauracdo, sobre S. mutans e S.

sobrinus.
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Costa et al. (1996) avaliando alguns CIV convencionais ¢ modificados por
resina observaram que somente o Vitremer reduziu significantemente a produgdo de
acidos pelos microrganismos nas primeiras 24 horas e houve o menor acimulo de
carbohidratos sobre sua superficie, ou seja, foi o que exibiu melhor atividade
antimicrobiana, mesmo sendo o segundo na liberagao de fluor.

Herrera et al. (2000) por meio da difusdo em agar, compararam o efeito
antibacteriano de adesivos resinosos, CIVs convencionais, CIVs modificados por resina
e um compomero. Obtiveram as melhores inibi¢cdes sobre microrganismos de cavidades
cariosas com os cimentos Vitremer e Vitrebond, mas os autores preferem nao especular
a respeito de quais as causas ou quais oS compostos que seriam responsaveis por este
efeito. A presente pesquisa corrobora as trés ultimas citadas, quanto aos melhores
resultados do cimento Vitremer.

Botelho (2003) avaliou o efeito antimicrobiano pela difusdo em éagar do
cimento Fuji IX, indicado para ART, acrescido de diferentes antimicrobianos, entre eles
a clorexidina, sobre os géneros Streptococcus, Lactobacillus e Actinomyces. Encontrou
que o cimento puro ndo foi capaz de promover inibicdo, também observado neste
trabalho. Este autor abrasionou o espécime ap6s determinado tempo e observou que a
inibicdo bacteriana aumentava, promovendo a liberacdo do antimicrobiano da massa.
Com relacdo aos microrganismos, ponderou que ndo houve grandes diferengas entre os
géneros, apesar do lactobacilo ser conhecidamente mais resistente. Observou ainda que
S. mutans e Streptococcus salivarius sdo mais sensiveis a clorexidina que os demais
microrganismos orais.

No presente estudo, o desempenho antimicrobiano destes cimentos foi
prejudicado ainda na metodologia da macrodiluicdo em caldo, onde os cimentos puros
ou acrescidos de propolis ndo foram capazes de inibir ou eliminar nenhuma das duas
bactérias. Com amoxicilina os cimentos apenas inibiram as bactérias, mas o efeito
bactericida com amoxicilina aconteceu apenas sobre S. mutans, reiterando a diferenca
de suscetibilidade entre as duas espécies. Nesta metodologia, ndo houve diferencas entre
os trés cimentos. Yli-Urpo; Nérhi; Soderling (2003) utilizaram também as duas
metodologias — a difusdo em agar e macrodiluicdo em caldo — e compararam dois CIVs
sobre S. mutans e Candida albicans (C. albicans). Observaram que, pela difusdo em
agar, os CIV inibiram S. mutans, mas nao C. albicans. Com a dilui¢do em caldo nao

houve inibicdo de nenhuma das cepas. Os autores sugeriram que no teste em meio de
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cultura liquido, provavelmente a concentragdo de fluor oriunda dos cimentos ndo atingiu
um nivel capaz de inibir os microrganismos, por causa do efeito de dilui¢do do préoprio
caldo de cultura (YLI-URPO; NARHI; SODERLING, 2003). Um outro fator que
também pode facilitar o maior crescimento bacteriano — consequentemente menor
inibigdo - € o fato de na cultura em caldo haver maior disponibilidade de nutrientes.

Ribeiro; Ericson (1991) avaliaram também pelas duas metodologias o efeito
antimicrobiano de dois CIV (um para base e outro para restauracdo) acrescidos de
clorexidina sobre S. mutans e L. casei. Nao encontraram diferenga na suscetibilidade
entre as duas bactérias. Entretanto, observaram que os cimentos sem o acréscimo de
clorexidina produziram halos inibitdrios na difusdo em agar, mas ndo tiveram efeito na
dilui¢do em caldo, corroborando os resultados deste trabalho quanto a diferenga das
técnicas. Ponderam, assim como Yli-Urpo; Nérhi; Sdderling (2003), que o
antimicrobiano liberado se dilui totalmente no caldo e ainda, que um cimento toma
presa mais completamente nesta situacao, ficando com menor solubilidade (RIBEIRO;
ERICSON, 1991).

Também o tamanho de nossos espécimes pode ter influenciado para que na
dilui¢do em caldo, os resultados antimicrobianos fossem inexpressivos. A questdo da
padronizagdo, lote e gasto de material contribuiram para esta situacao.

Ha de se considerar que os testes in vitro favorecem sobremaneira o
crescimento bacteriano em relagdo ao efeito do antimicrobiano. In vivo, os
microrganismos encontram outras dificuldades para sua sobrevida e estes materiais
podem ter melhor desempenho, a comecar pela atividade erosiva da amostra pela
mastigacdo, que poderd liberar mais do antimicrobiano inserido em sua massa
(RIBEIRO; ERICSON, 1991).

Na difusdo em agar, os CIVs acrescidos de propolis puderam inibir S.
mutans, porém, isto ndo ocorreu para L. casei. Considerando que a maior concentragao
de propolis na massa dos CIV foi de apenas 2%, ¢ possivel sugerir novos testes com
concentragdes aumentadas para que os microrganismos mais resistentes possam ser
também atingidos. Estudos das propriedades fisico-mecanicas também sdo
recomendadas, no que tange a dureza, resisténcia a tragao e fratura, rugosidade,
solubilidade, entre outros, uma vez que a literatura indica biocompatibilidade excelente
da propolis, o que permite a inser¢ao desta substdncia em um preparo cavitario profundo

ou até em exposi¢ao pulpar.
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O problema da resisténcia microbiana € crescente e a perspectiva de uso de
drogas antimicrobianas no futuro ¢ incerta (VARGAS et al., 2004). Novas classes de
antibioticos estdo predispostas a resisténcia bacteriana, com cada vez mais
microrganismos mutantes, devido ao mau uso deste tipo de medicamento (LOW et al.,
2002). O uso indiscriminado na infancia também pode gerar resisténcia, além de ser
uma fase critica de desenvolvimento e crescimento.

Hong et al. (2005) também relataram que manchas semelhantes as de
fluorose foram observadas nos incisivos superiores de criangas, relacionadas ao uso de
amoxicilina no primeiro ano de vida. Este pode ser mais um fator negativo ao uso
freqiiente do antibidtico, interfirindo com a formagao dentaria.

O dever do dentista, enquanto profissional da saude consciente desta
problematica, ¢ limitar ao méaximo a prescricdo de antibioticos, para que sejam
ministrados nos casos realmente necessarios, podendo o farmaco desempenhar seu
papel de forma eficiente. Deve-se, portanto, considerar o uso racional dos antibidticos,
para minimizar a disseminacao da resisténcia bacteriana, em carater de satde publica.

Neste trabalho, foi utilizada amoxicilina apenas como parametro, e, apesar
do grande potencial antimicrobiano sobre os microrganismos cariogénicos, em hipotese
alguma ¢ recomendada a sua inser¢ao nos CIV, para restauragdes rotineiras. Pode-se
aumentar a utilizacdo de antimicrobianos de origem natural, como a propolis, no arsenal
de materiais odontoldgicos, submetidos as pesquisas adequadas para o bom uso, se

tratando de uma alternativa sadia, eficaz e de custo reduzido.
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7 — CONCLUSAO

De acordo com as condigdes do presente estudo, foi possivel concluir que:

1 — Pelo método da macrodiluicdo em caldo, os cimentos de iondmero de
vidro testados nao foram capazes de inibir (CIM) ou matar (CBM) ambas as cepas
bacterianas, sozinhos ou acrescidos de propolis. Com o acréscimo de amoxicilina, os
cimentos inibiram as bactérias (CIM), no entanto, mostraram efeito bactericida (CBM)

apenas sobre S. mutans.

2 — Empregando-se o método da difusdo em agar, o cimento Vitremer foi
mais efetivo que o Fuji IX e o Ketac Molar, sobre o microrganismo S. mutans. Os
cimentos isolados ndo produziram inibi¢@o e os acrescidos de propolis produziram halos

menores do que os adicionados de amoxicilina.

3 — Pelo método da difusdo em agar, o cimento Vitremer foi mais efetivo
que o Fuji IX e o Ketac Molar, sobre o microrganismo L. casei, quando acrescido de
amoxicilina. Os cimentos isolados ndo produziram inibi¢do. Os cimentos acrescidos de
propolis ndo diferiram entre si e produziram halos bem menores do que os adicionados

de amoxicilina.

4 — A suscetibilidade do microrganismo Streptococcus mutans foi bem
superior aquela do Lactobacilus casei em ambas as metodologias, para os trés cimentos
testados e também frente ao acréscimo de propolis ou de amoxicilina na massa destes

cimentos.
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9 _ APENDICE

9.1 - Preparo dos meios de cultura

Foram utilizados os meios 4gar Miller-Hinton, agar BHI (brain heart infusion) e caldo BHI.

9.1.1 - Formula aproximada para litro de agar Mueller-Hinton para 1 litro de meio de

cultura (Difco, Becton Dickinson, France S.A. — Franga):

extratode carne ..........ccceveeevieenieenenne.n2.0g
digerido pancreatico de caseina ............... 17,5¢g
amido........cooiiiiiiinieen el 17,5
Y0 ) RPN B ST .
Ph final 7,0

9.1.2 - Férmula aproximada para litro de 4gar BHI para 1 litro de meio de cultura (Difco,

Becton Dickinson, France S.A. — Franga):

infusdo de cérebro de boi....................... 200.0g
infusdo de coracdo de boi...................... 250.0g
peptona de proteose..........oeevveieinieiniannnn. 10.0g
deXtIOSC. .o uveeeiee e 2.0g
cloreto de s6dio..........covvvviiiiiiiiiiiiin, 5.0g
fosfato disSOdICO......cevuvereerieiierieriecieseeiae 2.5g
AGAT.c.iiiiieeieeeete e 15,0g

Ph final 7,0
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9.1.3 - Formula aproximada para litro de caldo BHI para 1 litro de meio de cultura (Difco,

Becton Dickinson, France S.A. — Franga):

infusdo de cérebro de boi....................... 200.0g
infusdo de coragdo de boi...................... 250.0g
peptona de proteose.........ovvevirieineeiniennnn. 10.0g
141553 ¢ 2.0g
cloreto de sOdi0........ccovvvviiiiiiiiiiiiee e, 5.0g
fosfato disSOdICO......cevvereerierierieriecie e 2.5g

Ph final 7,0
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9.2 — Resultados da macrodiluicio em caldo para o microrganismo S. mutans

Tabela 9 — Valores de absorbancia dos tubos de dilui¢do apds incubagdo, concentragdo
inibitéria minima e concentra¢do bactericida minima dos cimentos de iondmero de vidro

adicionados de prépolis ou amoxicilina sobre o microrganismo S. mutans.

Cimentos Valor de CIM CBM
absorbancia

Fuji IX 1.143 + +
Fuji IX +8A 0,976 + +
Fuji IX + 10A 0,038 - +
Fuji IX +12A 0,037 - +
Fuji IX + 15A 0,036 - -
Fuji IX + 8P 0,993 + +
Fuji IX + 10P 1.087 + +
Fuji IX + 12P 0,845 + +
Fuji IX + 15P 0,806 + +
Ketac Molar 0,720 + +
Ketac + &* 0,030 - +
Ketac + 10* 0,034 - +
Ketac + 122 0,015 - -
Ketac + 15* 0 - -
Ketac + 8P 0,960 + +
Ketac + 10P 0,710 + +
Ketac + 12P 0,850 + +
Ketac + 15P 0,690 + +
Vitremer 0,456 + +
Vitremer + 8A 0,090 - +
Vitremer + 10A 0,025 - +
Vitremer + 12A 0,036 - +
Vitremer + 15A 0,057 - -
Vitremer + 8P 0,436 + +
Vitremer + 10P 0,634 + +
Vitremer + 12P 0,585 + +
Vitremer + 15P 0,461 + +
Propolis 0,522 + +
Amoxicilina 0 - -

* O sinal positivo indica presenca de crescimento e o negativo auséncia de crescimento.
**A letra A significa o acréscimo de amoxicilina e a letra P, o acréscimo de propolis.
***(Os numeros 8, 10, 12 e 15 antes das letras A e P indicam em microlitros quanto foi
adicionado de propolis ou amoxicilina nos cimentos testados.
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9.3 — Resultados da macrodiluicio em caldo para o microrganismo L. casei

Tabela 10 — Valores de absorbancia dos tubos de diluicdo apds incubagdo, concentragao
inibitéria minima e concentra¢ao bactericida minima dos cimentos de iondmero de vidro

adicionados de propolis ou amoxicilina sobre o microrganismo L. casei.

Cimentos Valor de CIM CBM
absorbancia
Controle + 0,761 + +
Ketac Molar 1.146 + +
Ketac + 8A 1.043 + +
Ketac + 10A 1.190 + +
Ketac + 12A 0,525 + +
Ketac + 15A 1.079 + +
Ketac + 8P 0,093 - +
Ketac + 10P 0,114 - +
Ketac + 12P 0,014 - +
Ketac + 15P 0,033 - +
Fuji IX 0,868 + +
Fuji IX +8A 0,802 + +
Fuji IX + 10A 0,848 + +
Fuji IX + 12A 0,767 + +
Fuji IX + 15A 0,717 + +
Fuji IX + 8P 0,072 - +
Fuji IX + 10P 0,086 - +
Fuji IX + 12P 0,020 - +
Fuji IX + 15P 0 - +
Vitremer 0,480 + +
Vitremer + 8A 0,591 + +
Vitremer + 10A 0,443 + +
Vitremer + 12A 0,393 + +
Vitremer + 15A 0,610 + +
Vitremer + 8P 0,021 - +
Vitremer + 10P 0,005 - +
Vitremer + 12P 0 - +
Vitremer + 15P 0 - +
0 - R
Propolis 0,390 + +
Amoxicilina

* O sinal positivo indica presenca de crescimento e o negativo auséncia de crescimento.
**A letra A significa o acréscimo de amoxicilina e a letra P, o acréscimo de propolis.
***(Os numeros 8, 10, 12 e 15 antes das letras A e P indicam em microlitros quanto foi
adicionado de propolis ou amoxicilina nos cimentos testados.
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Tabela 11 — Quantidade em mg/g de cada composto identificado por Cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE) da propolis bruta estudada.

No. [Composto Amostra BRP1
1 Acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopiran-6-propendico 12,61
2  Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (ARTEPILLIN C®) 29,50
3 |Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinAmico* (derivado 1) 0,94
4 Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinAmico* (derivado 2) 2,52
5 |Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinAmico* (derivado 3) 1,21
6 |Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinAmico* (derivado 4) 0,98
7  |Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico* (derivado 5) 1,34
8  |Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinAmico* (derivado 6) 1,37
9  Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico* (derivado 7) 6,37
10 |Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinAmico* (derivado 8) 3,55
11 Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinAmico* (derivado 9) 0,41
12 |Acido 3-prenil-4-hidroxicinAmico 6,51
13 |Acido cafeico 1,70
14 |Acido cafeoilquinico 1** 2,58
15 |Acido cafeoilquinico 1** 1,05
16 |Acido cafeoilquinico 1** 10,16
17 |Acido cafeoilquinico 1** 16,34
18 |Acido cafeoilquinico 1** 0,83
19 |Acido cinamico*** (derivado 1) 9,33
20 |Acido cinAmico*** (derivado 1) 2,35
21 |Acido cindmico*** (derivado 1) 65,05
22 |Acido p-cumarico 14,56
23 |Canferide 21,88
24 |Canferol 2,51
25 |Pinobanksina 33,21
Total (em mg/g de prépolis bruta) 254,57
Total (%) (m/m) 25,46

* Mesmo espectro UV do acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico, com diferentes tempos de

retengdo. Expresso em acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico.

** Mesmo espectro UV do acido cafeico, com diferentes tempos de retengdo. Expresso em

acido cafeico.

*#* Mesmo espectro UV do acido cindmico, com diferentes tempos de retengdo. Expresso

em acido cinamico.
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