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1. INTRODUCAO

A polpa dental é constituida por um tecido conjmtirouxo, e quando exposta a
estimulos lesivos (biolégicos, quimicos ou meca&)icpode desenvolver uma reacao
inflamatdria, que ocorre em uma camara dentindgala, sem distensibilidade. Assim,
gualquer aumento de volume (sanguineo, exsudgiv@ra aumentar a pressao intrapulpar,
comprimindo os vasos e reduzindo o suprimento saegu causando necrose do tecido
pulpar (HEYERRAS, 1989)

Quando a inflamacdo da polpa torna-se irreversa/g@ulpectomia ou a remocao da
polpa dental se faz necessaria, a fim de presarvaalidade do coto periodontal. Estudo de
Grove, em 1921, ja relatava a importancia da magétedo coto periodontal pela deposicao
de cemento secundario ap0s a obturacédo do canallead O mesmo trabalho demonstrou a
preocupacdo com a lesdo quimica e mecanica dotaesponsavel pelo fracasso do reparo
apical. Seltzer e colaboradord®968) observaram que 0 sucesso no reparo do®seapical
e periapical inflamados é importante para a magéteme sua integridade. Outros autores
(BENATTI, 1982; BRANT, 1986) demonstraram aindalta capacidade de regeneracao que
0 coto periodontal possui na auséncia de infedEdoambos estudos foi demonstrado que,
apos ser controlada a reacgdo inflamatdria reseltdot trauma pos sobreinstrumentacao,
ocorre o reparo do tecido conjuntivo periapical.

A medicacao intracanal ou curativo de demora temiicggacdo coadjuvante no
preparo biomecanico do canal radicular, visto queilia no combate a infeccdo e pode
estimular o processo de reparo dos tecidos apiéarsisso, esta medicacdo deve apresentar
dentre outras, as propriedades dauar como barreira fisico-quimica contra infecgéo
reinfeccdo por microorganismos salivares; elimipactérias e fungos que sobreviveram ao
preparo biomecanico; e reduzir a inflamacao pefictdar, com o consequente alivio da dor,
se existente (SIQUEIRA & DANTAS, 2000).

O medicamento mais utilizado na terapia endoddmtiozhidroxido de célcio. Porém,
em alguns casos pode ocorrer um reagudecimentoodesso infeccioso, apos sua introducao
no canal radicular. Esse fendmeno denomirfede up ainda ndo foi muito bem explicado
cientificamente, sendo caracterizado por edemar.ePdodutos constituidos por formaldeido
e cresol, como o formocresol e o tricresol, tamip&aem ser utilizados; porém apresentam
alta citotoxicidade.

Dessa forma, os produtos naturais surgem como Utemativa menos toxica e

eficiente, constituindo uma fonte promissora deioca@aentos e novas moléculas. A propolis,



uma resina coletada pelas abelAps melliferapara isolamento térmico, vedacao e protecéo
da colméia contra microrganismos (TREVISAN, 1988)n sido amplamente utilizada na
medicina popular de forma empirica ha muito tenipevido a sua complexa composicao
quimica, a propolis tem demonstrado efeito antdrénto (WU-YUAN, GREEN, BIRCH
1990; GRANGE & DAVEY, 1990), antifangico (KUJUMGIE¥t al.,1999), antiinflamatério
(DOBROWOLSKI et al., 1991), cicatrizante (PERRI DE CARVALHO, TAGLIAVINI
TAGLIAVINI , 1991) e imunomodulador (DIMO¥t al.,1992).

Diversos estudos na area odontoldgica tém avahaatividade bioldgica da propolis,
principalmente no que se refere ao efeito cicattegacontrole de placa bacteriana e efeito
anticarie (MAGRO FILHO & PERRI DE CARVALHO, 1990; KENO, IKENO,
MIYAZAWA, 1991). Até o momento, poucos estudos assm a propolis e seus efeitos
antiinflamatério e antibacteriano com a endodorien 2004, Al-Shaher e colaboradores
testaram a biocompatibilidade da propolis em filasios da polpa dental e ligamento
periodontal, demonstrando um comportamento dezsve®Bmnos agressivo que o hidroxido de
calcio, amplamente utilizado clinicamente como ttwoade demora.

No presente trabalho foram avaliadas as atividatéighflamatoria e exsudativia
vivo, e antimicrobianan vitro de diferentes formulagbes farmacéuticas a base@mljs,
para futura utilizacdo como medicacéo intracandtatamento endodontico.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss,
machos, pesando entre 25 e 35 g, e ratos
Wistar, machos, pesando entre 210 e 240 g.
Antes dos testes, todos os animais foram
mantidos por 72 h a uma temperatura de 20 a
22°C, com ciclo de 12 h de claro/escuro, com
comida e &guaat libitum. Os modelos
experimentais foram aprovados pelo Comité
de Etica e Experimentacdo em Animais da
Universidade Estadual de Maringa, n° 001/
04 CEEA.

2.2. Obtencéo e preparo da Prépolis

As amostras de propolis foram coletadas das
colméias de abelhasApis mellifera na
Fazenda Experimental de Iguatemi da
Universidade Estadual de Maringa (FEI-
UEM), localizadas no interior de uma reserva
de eucaliptos e ao redor de uma mata nativa.
Os extratos foram preparados por turbo
extracdo em trés concentracdes diferentes,
utilizando-se alcool diluido conforme técnica
descrita por Franco & Bueno (1999), e
receberam a denominacdo de PPE1, PPE2 e
PPE3 respectivamente.

Foi selecionado o melhor extrato e este foi
incorporado em varias formulagbes, as quais

foram selecionadas em duas formulacdes



2.3. Edema de Orelha de Camundongo

liguidas, identificadas como PPF18 e PPF19
O controle de qualidade da prépolis foi
realizado determinando-se o teor de
flavondide total (DEUTSCHES, 1994), de

ceras (FRANCGCet al 2000), de cinzas totais

e a perda por dessecacdo (FARM. BRAS,
1988). Para otimizacdo, determinou-se o
residuo seco, o pH, a densidade (FARM.
BRAS, 1988) e o teor de flavondides totais
(DEUTSCHES, 1994, modificado).

Foi depositada patente proviséria das
formulacoes apresentadas nestes
experimentos ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial - INPI, sob o numero
000586.

Para a inducdo do edema, 20 pL de solucéo
de 6leo de créton (200g/orelha) dissolvido
em acetona/agua (7:3), foi aplicado na
superficie interna de ambas as orelhas dos
camundongos, segundo técnica descrita por
Van Arman (1974). Apés secagem, 20 pL
das solugcbes PPE1l, PPE2, PPE3, PPF18,
PPF19 ou indometacina (1 mg/orelha), foi
aplicado na superficie interna da orelha

esquerda. Na orelha direita foi aplicado 20



pL do solvente de cada solugcdo. Cada teste
foi realizado em 10 camundongos.
Apos 6 h, os camundongos foram sacrificados, athawerecortadas com um
perfurador de 6 mm de diametro e pesadas em badenatiica. Para o calculo do indice de

inibicdo de resposta inflamatoria foi utilizadaegsinte formula:

indice de inibicdo (%) = peso da orelha D — pesordtha Ex 100

peso da orelha D

2.4. Permeabilidade Vascular

Os ratos anestesiados e depilados, receberamdngez&olucdo de Azul de Evans
2,5% em salina (1Img/kg de peso corporal via E&m). seguida, 0,1 mL das solu¢bes PPEL,
PPE2, PPE3, PPF18 e PPF19 e os respectivos sal¥erdm injetados intradermicamente na
regido dorsal dos animais em 5 posicdes diferentedprme teste de area preconizada por
Wilhelm et al (1958) ligeiramentenodificada Os animais do grupo controle receberam
injecdo de igual volume de solucao fisiologica. &@3® min, 4 h e 24 h, os animais foram
sacrificados por decapitacdo e as regides da pelespondentes as manchas formadas pelo
extravasamento foram retiradas, picotadas e cadgcanh frascos contendo 5 mL de solucéo
etanol/acetona (6:3) para extragcdo do coranterd3sds foram vedados e mantidos ao abrigo
da luz e a temperatura ambiente por 48 h. Apés piedo, a solugdo foi filtrada e sua
absorbancia determinada em espectrofotometro npromento de onda 620 nm. Os valores

foram posteriormente expressos em pg/lesdo. Gsstism realizados em 10 animais.

2.5. Determinagdo da concentracdo inibitéria minimgCIM)

2.5.1. Microorganismos

Foram empregadas oito amostras de bactérias ag(8baphylococcus aureus;

Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa;dédlh oxytoca; Citrobacter freundii;



Bacilo gram negativo ndo fermentador (BGNNF); Pustenirabilis; Enterobacter cloaceae)
e duas levedurag€@ndida albicans; Candida glabratégoladas de casos clinicos, de

pacientes atendidos no Laboratorio de Ensino euszsgm Analises Clinicas da

Universidade Estadual de Maring§@tecepas provenientes da Universidade de Sao Paulo
cincobactérias anaerobias de referénBiafagilis ATCC 43853; P. gingival&TCC

33277;F. nucleatumATCC 10953;P. microsATCC 33270e A.actinomycetemcomitans
ATCC 33384)e duas facultativag. coliHB 101;E. faecalisOs microrganismos

isolados foram mantidos no laboratério, em colecS@ls refrigeracdo a -20°C.

2.5.2. Teste de Sensibilidadde Leveduras e Bactérias Aerodbias

O teste foi realizado em placas esterilizadas (Mmndelta, Nunc A/S, Roskilde,
Denmark) contendo 96 pocos. Cada linha (A-H) cpoedeu a uma espécie de
microrganismo (10QuL do inoculo aferido) e cada coluna recebeu o &xtde propolis,
diluido de forma seriada na razdo 2, em meio deireuMueler Hinton até a diluicdo 1/128
que corresponderia & concentracdo final de 0,9@0mL de flavondides totais. Em cada
placa foram incluidos controles: negativo, positigo liquido extrator e uma das bactérias:
Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; Pseathas aeruginosa; Klebsiella
oxytoca; Citrobacter freundii; Bacilo gram negativiéo fermentador (BGNNF); Proteus
mirabilis; Enterobacter cloaceae e das leveduraan@ida albicans; Candida glabratd&®ara
realizagdo do teste de sensibilidade as levedorasnfreativadagm Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) por 48 h a 25°C e as bactérias em daHiocaldo por 24 h, 35°C e a seguir agar
BHI por 12 h. A partir dos crescimentos, foram pr@gos inéculos em salina estéril,
comparando a turvacao obtida com o tubo 0,5 daleeste®a MacFarland. Essa turvacéo
resultou em 1,0 a 5,0xi@veduras/mL e 1,5 x $dactérias/mL. Aliquotas de 1@ desse
inoculo foram adicionadas em todos os pocos dagsribdeiras colunas, a coluna n® 12 nao

recebeu microrganismos e foi utilizado como coetragativo.

A concentragao inibitéria minima (CIM) foi deterratha pelo método de microdiluicdo em caldo, seguiraicamente as
normas de padronizagao preconizadas pelo NATIONSMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS (NCCLS,

1997) publicadas no documento M22Zom algumas modificacdes.

As microplacas foram incubadas em estufa a
35°C por até 72 h com monitoramento diario.
Apé6s 24 h procedeu-se a leitura do teste

através de comparacao visual, por reflexdo



em espelho. A CIM foi considerada a menor
concentracdo das preparacdes de prépolis
capaz de inibir 80% do crescimento de cada
microrganismo, tendo como referéncia o seu

respectivo controle positivo.

2.5.3. Teste de Sensibilidade de Bactérias AnaerabiEstritas e Facultativas

Placas de microtitulagdo preenchidas com meio BHplementado com hemina e
menadiona foram utilizadas para determinar a siidsitbe ou resisténcia de sete bactéras:
fragilis ATCC 43853; P. gingivali&dTCC 33277;F. nucleatumATCC 10953;P. micros
ATCC 33270; E. coli HB 101; E. faecalis; A.actinomycetemcomita#sTCC 33384.
Inicialmente, as bactérias foram cultivadas ema@#il suplementado (anaerobiose, 37
48 h) e ressuspendidas para atingir 1,5%bH@térias/mL. Nas microplacas, foram realizadas
diluicdes seriadas, em base 2, adicionando-gd.2te caldo BHI e 2%L de cada preparacdo
de prépolis. Posteriormente, a cada diluicdo foaalicionados 2qL do inéculo bacteriano,
sendo homogeneizados e incubados &,33or 48 h. Em cada ensaio, foi utilizada a mistur
de bactérias e caldo BHI, sem a adicdo dos respsctixtratos, como controle da reacéao.
Apos periodo de incubacéo das placaspll@e cada diluicdo, inclusive os controles, foram
transferidos para placas de agar sangue suplensemiadubados em anaerobiose a 37°C, por
48 h, para verificacdo da atividade antimicrobiélvectericida) das respectivas preparacoes

de propolis.
2.6. Andlise Estatistica
Nos testesleedema de orelha em camundongo e permeabilidadelaasm

ratos foranutilizados Analise de Variancia (ANOVA) seguido téste de

Tukey, sendo considerado um nivel de significadeia%.

3. RESULTADOS



3.1. Efeito das diferentes preparacbes de propolisobre o edema de Orelha de
Camundonga

A aplicacdo de oleo de croton (agente irritante)usma das orelhas do camundongo
induziu uma reacgdo inflamatéria bastante evideateaxta hora apos a aplicacao (Figura 1).
O tratamento topico das orelhas com as preparaf@dsl, PPE2 e PPF18 reduziu
significativamente a intensidade da resposta irdtdanla quando comparada com o grupo
controle (Figura la e 1b). A Figura 2 mostra a @ai@gem de inibicdo da resposta
inflamatoria causada pelas diferentes preparagge$PE1, PPE2 e PPF18 causaram uma
inibicdo de 20%, 20,6% e 18,6% respectivamente PRE3 e PPF19 apresentaram uma
inibicdo de 8% e 8,6%, respectivamente. Nas coragigs utilizadas as preparacdes PPEL,
PPE2 e PPF18 causaram uma reducdo na respostaaitifiea de mesma magnitude que

aguela provocada pela indometacina (agente aatinaiorio de referéncia).
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Figura 1 — Efeito do tratamento tépico com as gwage propolis (PPEL, PPE2,
PPE3, PPF18, PPF19) e indometacina sobre o edearalda de camundongo
induzido por 6leo de créton (C). A determinacagdso (mg) foi realizada 6 h apés
a aplicacdo do 6leo de croton. Os valores reprageatmédia £ e.p.m. de 10
animais. A diferenca estatistica entre os grupiogddierminada pela Analise de
Variancia (ANOVA) complementada pelo teste de Tuk&x0,05 comparado ao
grupo controle (sem tratamento).
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Figura 2 — Efeito inibitério (%) das solu¢bes dépmlis aplicadas
topicamente sobre o edema de orelha de camundodgaido pelo
0leo de créton. Os valores representam a médid dmitnais por

grupo. INDO - indometacina (usada como antiinflaimat de
referéncia, 1mg/orelha).



Azul de Evans (pg/leséo)

3.2. Extravasamento de Azul de Evans induzido pdifasentes preparacdes de
prépolis

A Figura 3 mostra o extravasamento de Azul de Eaigg causado pela injecao
intradérmica das diferentes preparacdes de préopolidorso de ratos. Todas as preparacoes
testadas provocaram exsudacdo de Azul de Evansptersidade variou de acordo com a
preparacao testada. Como observado, a respostaaisievidente no periodo de 4 h apos a
aplicacado das preparagbes, mostrando-se tempodiagen As solugcbes PPF18 e PPF19
provocaram menor extravasamento do Azul de Evans.

Tais resultados indicam que as solucoes PPF18 &a9P&bresentam menor efeito
irritativo quando comparado as solu¢des PPE1, RAFRES.

Na primeira hora apds a aplicacdo o extravasanmotmcado pelas PPELl, PPE2 e
PPE3 foi de mesma intensidade; no entanto®nhota, as PPE2 e PPE3 mostraram-se mais
irritantes quando comparadas a PPE1. A PPE3 aind#&ran causar menos extravasamento
na 24. hora quando comparada a PPE1 e PPE2.

Por outro lado, a PPF18 e PPF19 causaram menawvasamento de Azul de Evans
quando comparados as PPE1, PPE2 e PPE3, em topledamtos analisados.

100- * iy
= "
—] *
75 —]
—
504 * — T * % *
— nk
— *
25 — % *
Uh 4 2h Uh 4 2h U 4 2h U 4 2h

Salina PPE1 PPE2 PPES3 PPF18 PPF19

Figura 3 — Extravasamento de Azul de Evans em $&gl&80 min, 4 h e 24 h apds injecao
subcutanea das solucdes PPE1, PPE2, PPE3, PPHI® @Ralina. * P<0,01 comparado
com controle (salina), ** P<0,01 comparado com PRE¥h, # P<0,05 comparado com
PPE1 e PPE2 na 24.



3.3 Controle de qualidade do extrato de propolis éas formulagbes

Tabela-1 . Valores obtidos para pH, teor de flévdes,
teor de extrativos e densidade do extrato PPE1)(n=3

Desvio
Média| padrdo |CV %
Residuo seco(%) 3,47 | 0,1127| 3,25
Teor de flavonodides (%)| 1,33 | 0,0081| 0,61
pH do extrato 529 | 0,0058| 0,11
Densidade do extrato |0,8867 0,0058 | 0,65

Tabela-2 Valores obtidos para pH, teor de flavoesid
densidade das formulagoes, PPF18 e PPF19 (n=3).

Teor de flavonodides das formulagbes

desvio
amostra | média (%) padrao CV%
PPF18 0,12 0,0014 1,12
PPF19 0,13 0,0011 0,83
pH das formulacotes
desvio
média padrao CV%
PPF18 5,37 0,0058 0,11
PPF19 4,01 0,145 0,16
Densidade relativa das formulacbes
desvio
amostra | média (g/mL)| padréo CV%
PPF18 1,0267 0,0006 0,06
PPF19 1,0502 0,0029 0,27




3.4 Determinagédo da concentracao inibitéria minimaCIM

A partir dos resultados anteriores, foram realizagperimentos para a determinacéo
da CIM das preparacdes que mostraram melhor efeitimflamatério sobre o edema de
orelha e menor efeito exsudativo do Azul de Evassim, foram utilizadas as preparacoes
PPE1, PPF18 e PPF19.
A atividade antibacteriana das preparacdes foiadaltilizando cepas de bactérias
aerdbias, anaerdbias e leveduras. A tabela 3 mpstréodas as bactérias aerébias e leveduras
utilizadas nos ensaios mostraram-se sensiveigepanacoes de prépolis testadas.

A preparagao PPE1 demonstrou efeito mais evidsetelo capaz de inibir o
crescimento de uma levedura na diluicdo 1/128resconento de trés cepas de bactérias na
diluicdo 1/32 e de seis cepas na diluicdo 1/16PATB manteve um efeito inibitorio para a

maioria das bactérias aerobias somente na dildi&anibindo o crescimento d&a
pneumoniae das leveduras na diluicdo 1/16 édaeruginosana diluicdo 1/32. A PPF19
foi efetiva para inibir o crescimento das bactéa@sbias e leveduras apenas na diluicdo 1:2.
De todas as bactérias anaerobias, someRtgmgivalisdemonstrou sensibilidade a
todas as preparacdes de propolis testadas (PPE18RHPPF19). B. fragilis foi sensivel a
PPEL1 na diluicdo 1/2 eR microsa PPF19 na diluicdo 1/32. Os resultados estéo
apresentados na tabela 4.



Tabela 3 — Sensibilidade de bactérias aerobiageédleas a diferentes preparacdes de
Prépolis (PPE1, PPF18 e PPF19)*.

_ _ PPE1 PPF18
Microrganismo PPF19
D TFT D TFT D |TFT
Staphylococcus aureus 1/16 | 7,16.10 | 1/8| 14,33.10 | 1/2| 57,30.10
Klebsiella pneumoniae 1/32 | 3,58.10° |1/16| 7,16.10" | 1/2| 57,30.1¢
Pseudomonas aeruginosa | 1/32 | 3,58.10° |1/32| 3,58.10" | 1/2 | 57,30.10%
Klebsiella oxytoca 1/16 | 7,16.16 | 1/8| 14,33.1¢ | 1/2| 57,30.1¢
Citrobacter freundii 1/16 7,16.16 | 1/8| 14,33.1¢" | 1/2 | 57,30.1¢
BGNNF** 1/32 | 3,58.10° | 1/8| 14,33.1¢" | 1/2| 57,30.1¢
Proteus mirabilis 1/16 | 7,16.10 | 1/8| 14,33.1¢ | 1/2 | 57,30.1C0
Enterobacter cloaceae 1/16 7,16.10 | 1/8 | 14,33.1¢ | 1/2 | 57,30.10%
Candida albicans 1/32 3,58.10 |1/16| 7,16.10° | 1/2| 57,30.1¢
Candida glabrata 1/128 | 0,90.18 |1/16| 7,16.10" | 1/2 | 57,30.1C" | *Co
ncen
tracao Inibitéria Minima (CIM)
D — Diluicao
TFT — Teor de Flavondéides Totais (mg/mL)
_ _ PPE1 PPF18
Microrganismo PPF19
D TET D TET D TET
1/2 | 57,30.10 | >1/2 | 14,33.18 | >1/2 | >57,30.10-

B. fragilisATCC 43853
P. gingivalisATCC 33277 | 1/128| 0,90.10¢° |1/128| 0,90.10" | 1/16 | 7,16.10
F. nucleatumATCC 10953 |>1/2 | >57,30.10% |>1/2 | >57,30.10% | >1/2 | >57,30.10%
P. microsATCC 33270 >1/2 |>57,30.10 |>1/2 | >57,30.10%|1/32 | 3,58.10
E. coliHB 101 >1/2 | >57,30.10% |>1/2 | >57,30.10% |>1/2 | >57,30.10%

>1/2 | >57,30.10% |>1/2 | >57,30.10% |>1/2 | >57,30.10%
E. faecalis

Tabela 4 - Sensibilidadede de bactérias anaerébtetas e facultativas a diferentes
preparacdes de Propolis (PPEL, PPF18 e PPF19).
*Concentragao Inibitéria Minima (CIM)



D — Diluicéo
TFT — Teor de Flavondides Totais (mg/mL)

4. DISCUSSAO

A propolis, resina de amplo uso em medicina popuéan sido muito estudada nos
altimos anos. A composicao quimica desta subst@noiaito complexa, sendo os derivados
flavondides e os &cidos cinamicos, consideradosocos) seus principais componentes
biologicamente ativos (GERALDINI, 2000; KO& al, 2000; MANARAZet al.,1999).

A propolis apresenta numerosas atividades farmgmal® comprovadas, como:
cicatrizante, antimicrobiana, antiinflamatoria, stésica, citostatica e cariostatica
(BORRELLI et al., 2002, KO@t al, 2000; KUJUNGIEVet. al, 1999; MARCUCCI, 1995;
SFORCINEet al, 2000).

Em razéo dessas acdes a propolis pode ser utilieatirapéutica odontoldgica para o
tratamento de Ulceras aftosas, gengivites, perigdene para a eliminacdo deandida
albicans (DUARTE, 2003; GERALDINI, 2000; MAGRO-FILHO & PERR DE
CARVALHO, 1990; MANARA, et al, 1999).

A proposta do presente trabalho foi avaliar difeersolucdes de propolis para futura
utilizacdo como medicagdo intracanal na endodoiiigd.medicamento podera auxiliar na
descontaminacdo dos sistemas de canais radicidanesreparo do ligamento periodontal
remanescente (coto periodontal) e da regido peahpi

Para isto, foram realizados experimentos a
fim de avaliar as atividades antiinflamatoria
e antimicrobiana de diferentes solucbes de
prépolis. Também foi avaliado o efeito
irritativo das respectivas solugbes, pois a
medicacéao intracanal deve ser
biocompativel, por entrar em contato com o0s
tecidos periapicais e o0 coto periodontal
(tecido conjuntivo).

Inicialmente foram preparadas e testadas trés
solucbes de propolis, em diferentes
concentracbes (PPE1, PPE2 e PPE3). A



partir dos resultados obtidos com estas
solugbes foram preparadas duas outras
solugcbes (PPF18 e PPF19) as quais foram
testadas utilizando 0s mesmos
procedimentos.

O controle de qualidade do extrato e das
preparacbes foi realizado através de
parametros ja estabelecidos como a
determinagao do pH, da densidade, do teor
de flavondides e do teor de extrativos
(Tabela-1 e 2). A determinacdo do pH é
fundamental no processo de extracao, pois de
acordo com sua variacdo é possivel
selecionar e/ou determinar quais grupos de
substancias estao sendo extraidos, de acordo
com suas caracteristicas quimicas e de
polaridade. Torna-se muito importante
também avalid-lo nas formula¢des contendo
0 extrato de prépolis, a fim de quefasnas
farmacéuticas finais mantenham um pH
adequado (5,5-6,5) ao local da aplicacéo
(células, mucosas determinagdo do teor
de flavonoides consiste na retirada destes do
extrato utilizando solventes como a acetona e
0 acetato de etila e utilizando uma reacgéo de
complexagdo com cloreto de aluminio, onde
€ possivel detectar e quantificar os
flavondides em espectrofotdbmetro, na faixa
do visivel.

Os resultados mostraram que as solugdes PPE1,d°’PEE18 causaram uma reducao
na intensidade da resposta inflamatdria aguda iddyzela aplicacdo de 6leo de croton na
orelha de camundongos. Estes resultados confirmatividade antiinflamatoéria da prépolis,
como mencionada em estudos prévios utilizando medetperimentais de inflamacgéo aguda
e cronica (BORRELLLt al, 2002; SILVAet al, 2004). Além disso, foi observado que as



solugbes menos concentradas foram mais efetivas patuzir a reacdo inflamatoria,
corroborando estudos de outros autores (MAGRO-FIIEHRERRI DE CARVALHO, 1990;
SILVA et. al 2000) que verificaram melhores resultados quamdm utilizados extratos de
propolis em baixas concentracdes. Uma das expksagéra isto pode ser baseada no teor de
flavondides, considerados como o0s principais resiparis pelo efeito antiinflamatério da
prépolis (GHISALBERTTI, 1979; MARCUCCI, 1995), gustavam em maior quantidade
nos extratos menos concentrados (Tabela 1 e 2ncér& Bueno (1999) também
demonstraram a mesma relacdo teor de flavonoideotracdo do extrato. Em relacdo as
formulacbes, ambas apresentaram o mesmo teoramdiges (Tabela-4), porém a PPF18
apresentou melhor eficacia, confirmando que redeen sinergismo entre todos os
constituintes da preparacdo € muito importante parfeito biolégico. As preparacdes
PPF18, PPF19 e a PPEL, quando injetadas no tadotaneo de animais, causaram uma
exsudacao plasmatica de baixa intensidade, demaadstum menor efeito irritativo. Isto é
justificado pela menor presenca de resina, resigudtcool nas respectivas preparacoes,
agentes irritantes em potencial, visto que o extPRE1 é o de menor concentracdo quando
comparado aos PPE2 e PPE3, e as formulacdes PPFRBI® apresentam no total apenas
10% de tal extrato. Estes resultados estdo de momm os estudos de SILVét al (2004)

que também observaram um efeito irritativo menosnymciado da prépolis quando
comparada com outras substancias naturais.

Com relacdo a atividade antimicrobiana e antifimglas solucdes de propolis, foi
observado que a solucdo PPEL foi a que apreserdimu capacidade inibitéria tanto sobre o
crescimento de bactérias aerébias como sobre oiroe#o de fungosGandida albicans e
Candida glabratq A solucdo PPF18, também demonstrou uma boa icgigc inibitoria
sobre o crescimento de bactérias aerobias e dedumgprém somente em concentracdes
maiores.

As cepas de bactérias anaerdbias estritas e fiicadtae mostraram menos sensiveis
as solucbes PPE1, PPF18 e PPF19, excd® gingivalis cujo crescimento foi inibido
consideravelmente pelas trés solucdes testadas.addedo com alguns estudos tais
microorganismos Sao0 menos sensiveis a alguns argioanos, mostrando inclusive maior
resisténcia ao hidroxido de calcio, utilizado raigmento convencional (ABDULKADERL
al. 1996; SIQUEIRA, 1996; EVANSt al 2002; GOMESet al.,2002).

O efeito antibacteriano da propolis ja foi demaakdr por varios autores, contra
diferentes cepas de bactérias (KEDZIA, 1990; GEBARAal, 1996; KUJUNGIEVet al,
1999; NIEVAet al, 1999; SFORCINt al, 2000; KOCet al, 2000; SANTOSet al, 2002;),



embora poucos estudos tém mostrado a atividadmiardbiana da prépolis em bactérias
anaerobias de etiologia habitual da cavidade (UBANTOS, et al 2002).

O mecanismo da acao antimicrobiano da propoliscpaser complexo. Entre os varios

constituintes da prépolis os polifendis (flavon&dsao considerados como responsaveis pela
sua atividade biolégica (DE CASTRO, 2001; MARCUCT95; BANKOVA, CASTRO,
MARCUCCI, 2000) e alguns estudos tem mostrado gutagondides, acidos prenilados p-
cumaricos, acidos diterpenicos e compostos voléeliados da propolis possuem atividade
antibacteriana (GHISALBERTTI, 1979; AGAt al, 1994; PARKet al, 1998; BANKOVA,
CASTRO, MARCUCCI, 2000). Entretanto, o efeito sgiéo de diferentes compostos parece
explicar a atividade antibacteriana da prépolisa werz que é bem estabelecido que um Unico
componente isolado ndo tem atividade antibactenaaiar que o extrato total (MARCUCCI,
1995; KUJUNGIEVet. al, 1999).

Na terapéutica farmacoldgica odontoldgica, osdesticom propolis tém sido mais
direcionados para a propriedade da substanciar imibaderéncia destreptococcusas
superficies lisas, inibindo desta maneira, a fodmage placa bacteriana (IKENO, IKENO,
MIYAZAWA., 1991; GEBARA, 1996; KOCet al, 2000).

Kedzia (1990) estudando a sensibilidade de bastariaerdbias ao extrato etandlico
de propolis a 10%, observou que as bactérias dergBacterioides e Fusobacteriuatam
as mais sensiveis ao extrato. Santos e colabosrada®2) também demonstraram a
atividade da propolis contra bactérias anaerétaasadidade bucal, confeusobacterium
nucleatum, P. gingivalis, P. intermédia, A. actiryggtemcomitans Eubacterium lentum.
Em tal estudo, os autores encontraram maior atieidi® extrato hidro-alcéolico, quando
comparado com diferentes fragbes do mesmo, sugenisthergismo entre os diferentes
componentes do extrato, como relatado anteriormEsfgcies de fungos, com€@andida
albicans encontrada mais freqiientemente na boca, tamh@regenostrado sensivel a
propolis (KUJUNGIEVet al, 1999). Além diso, também j& foi demonstrado&oag
coadjuvante da propolis na terapia antibimicrobid@BRNANDEZ & BERNAL, 1990;

KROL et al, 1993)
A menor sensibilidade das cepas anaerobias

aos extratos, observada no presente trabalho,
pode ser explicada considerando que as cepas
ATCC podem ser diferentes das cepas

utilizadas por outros autores (SANT@&al.,
2002)



A propolis praticamente ndo apresenta toxicidBdaidos mostram que a dose de 1400 mg/kg de pasaraidia ndo provoca
efeito toxico em camundongos, levando os autopspor que uma dose de 1,4 mg/kg/dia, ou aproximadée 70 mg/dia administrada
por via sistémica em humanos é bastante segura@BMIK, 1998). Além disso, tais substancias tém upeicto socioecondémico muito
grande.

O desenvolvimento de uma formulagdo a base de [sdg@oa ser utilizada como medicagéo intracanalu#o importante pelo
fato de que em forma de extrato puro, a propoliesgmta-se resinosa, de dificil remogao do cadalutar. Outros estudos estdo em
desenvolvimento para melhor identificar a efetidiel® a aplicabilidade clinica de tais preparages.

Nossos estudos mostraram que trés solugdes ddiprdfieELl, PPF18 e PPF19) apresentaram boa atvatainflamatoria
(PPE1, PPF18) e antimicrobiana (PPE1, PPF18 e RRBBbaixo efeito irritativo (PPE1, PPF18 e PPFEpBYlendo ser utilizadas na
terapia farmacoldgica.
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