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RESUMO

Melani ACF. Atividade antibacteriana da propolis de Apis mellifera sobre
Enterococcus faecalis: estudo in vitro e ex vivo. Campo Grande; 2009.
[Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O tratamento endodéntico pode ndo produzir a cura dos tecidos periapicais,
levando a periodontite apical persistente causada principalmente pela bactéria
Gram-positiva Enterococcus faecalis. O objetivo desse estudo foi avaliar, in vitro,
uma solucdo hidroalcodlica de propolis verde de Apis mellifera quanto sua acao
antibacteriana sobre Enterococcus faecalis (ATCC 29212), e compara-la com uma
solucéo de hidroxido de calcio. A atividade antimicrobiana foi verificada através da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), obtida pelo método da
microdiluicdo. A comparacao entre solugéo hidroalcodlica de propolis e hidroxido de
calcio foi realizada pela avaliacdo da capacidade das solu¢cdes em inibir o
crescimento da bactéria em condutos radiculares de pré-molares extraidos por
indicacdes diversas. Os resultados revelaram acdo antimicrobiana da solucdo de
prépolis com CIM de 4,23mg/mL (0,04%). Na fase ex vivo, a propolis a 0,16% foi
significantemente superior (p<0,01) ao hidroxido de calcio a 10%, na inibicdo do
Enterococcus faecalis. Concluiu-se que a propolis de Apis mellifera apresenta
capacidade antibacteriana contra Enterococcus faecalis, sendo sua a¢éo superior ao
hidroxido de calcio.

Palavras-chave: prépole; bactérias Gram-positivas; controle de infeccbes dentarias.



ABSTRACT

Melani ACF. Antibacterial effectiveness of propolis from Apis mellifera against
Enterococcus faecalis: in vitro and ex vivo study. Campo Grande; 2009.
[Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Endodontics treatment procedures do not invariably produces satisfactory
healing of the periapical tissues leading to the apical persistent periodontitis caused
by aetiological agentes of endodontic origin, particularly Enterococcus faecalis. The
aim of this work was to evaluate, in vitro, the effectiveness of hidroalcoholic extracts
of green propolis from Apis mellifera against E. faecalis (ATCC 29212) in comparison
to calcium hydroxide. Antimicrobial activity was determined by MIC (minimal
inhibitory concentration) through the microdilution method. The criteria of comparison
was determined by the ability of the solutions in inhibit the bacterial growing of single
extracted pre-molars root canals. The MIC obtained was 4.23mg/mL (0.04%). Ex vivo
phasis, showed significative results from hidroalcoholic solution of propolis 0.16%
(p<0.001) than calcium hydroxide 10% against E. faecalis. It can be concluded that
the propolis' solution showed antimicrobial effectiveness against E. faecalis revealing
better activity than calcium hydroxide.

Key-words: propolis; Gram-positive bacteria; infection control dental.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da evolugcdo da Endodontia, varias substancias tém sido
empregadas como solucdes irrigadoras ou medicacdo intra-canal, com o propésito
de coibir o metabolismo bacteriano no interior dos canais radiculares, uma vez que
as condicbes adequadas de antissepsia possibilitam o sucesso do tratamento na
ordem de 95% (REIT, 1987; SUNDQVIST et al., 1998). Isso significa que a infeccéo
persistente torna-se um obstaculo a terapia endodontica.

As investigacbes sobre a persisténcia da infeccdo nos tecidos apicais
mostram que poucos microrganismos sao capazes de sobreviver nessas regioes.
Nesse aspecto, a bactéria Enterococcus faecalis merece especial atencdo, pois é
apontada por ser responsavel por cerca de um terco das lesdes periapicais
(MOLANDER et al., 1998). Sua habilidade em resistir a terapéutica endodontica
instiga 0s pesquisadores na busca por um medicamento capaz de eliminar sua
viabilidade.

Essa questdo somente vem a enfatizar sobre o0s requisitos da medicacéo
intra-canal, que dentre suas propriedades, deve ser capaz de combater o0s
microrganismos localizados no interior dos canais radiculares, além de neutralizar os
produtos toxicos residuais do preparo biomecanico. Assim sendo, face ao carater
polimicrobiano das infeccbes endodonticas, essa medicacdo deve possuir amplo
espectro (LEONARDO, 1999), visto que a infeccdo persistente nos sistemas de
canais radiculares € causa de insucesso da terapia endodéntica.

Uma das substancias mais indicadas para esse fim € o hidréxido de calcio,
bactericida devido ao seu elevado pH. Porém, o Enterococcus faecalis, segundo
Love (2001) e Evans et al. (2002), é resistente também a essa medicacdo. Essa
resisténcia deve-se a producdo de enzimas histoliticas como a colagenase,
hialuronidase e fibrolisina, que tém como substratos especificos, componentes
teciduais do hospedeiro, além da ativagdo do mecanismo da bomba de protons.

A busca por uma medicacdo capaz de debelar uma infecgéo, ainda que local,
nao € exclusividade da Endodontia, obviamente. Paralelos a essa conjuntura, 0s
estudos sobre substancias naturais com propriedades antimicrobianas tém se
intensificado nas duas ultimas décadas. Dentre essas, a prépolis, substancia
produzida pelas abelhas da espécie Apis mellifera, tem mostrado resultados

interessantes quanto as suas propriedades farmacologicas, anestésica,



antiinflamatodria e antibacteriana (SILVA et al., 2004), inclusive contra o Enterococcus
faecalis, conforme investigaram Oncag et al., em 2006.

Na Odontologia, os estudos sobre a propolis iniciaram no inicio da década de
90, com o trabalho de lkeno e Myazawa (1991). Desde entéo, a acao antimicrobiana
dessa substancia tem sido avaliada contra patdgenos causadores da cérie dentéria,
doenca periodontal e infecgBes fangicas, além das propriedades terapéuticas ja
mencionadas. Entretanto, sdo escassos 0s estudos na Endodontia, especialmente
nas situacdes de infec¢des refratarias. Assim sendo, este estudo in vitro tem o
propésito de avaliar a acdo da propolis de Apis mellifera sobre o Enterococcus
faecalis, importante agente dessas infeccfes. Nesse sentido, contribui essa
investigacdo com o aprimoramento do uso terapéutico de substancias naturais e
com o enfrentamento dessa grave situacao clinica no tratamento endodéntico.

Baseado em estudos anteriores que mostram o largo espectro microbiano,
levanta-se a hipotese de que a propolis apresente acéo eficaz contra o Enterococcus
faecalis em concentracdes viadveis aos tecidos periapicais, possibilitando, a

posteriori, que estudos in vivo indiquem seu uso em ambito clinico.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Prépolis: consideracdes historicas e conceituais

A propolis € uma substancia de composi¢cao complexa, formada por material
gomoso e balsémico, coletada pelas abelhas dos brotos, exsudatos de arvores e
outras partes do tecido vegetal modificado na colméia por adicdo de secrecdes
salivares (MARCUCCI, 1996).

Aristoteles recomendava o uso da prépolis para o tratamento de abscessos e
feridas; os soldados romanos utilizavam-na para aplicacdo em ferimentos de guerra;
um compdsito proveniente de propolis e vaselina também foi utilizado durante a 2°
Guerra Mundial. Na década de 50 e 60, nos paises do bloco soviético, Bulgaria,
Poldnia e Czechoslovakia, a propolis comecou a ganhar a admiracao no tratamento
de problemas de salde, como otites, amidalites e asma bronquica. A popularidade
dessa substancia nos paises do oeste europeu, América do Norte e do Sul, s6
ocorreu por volta dos anos 80 (MATSUNO, 1997).

As propriedades biolégicas e quimicas da prépolis sdo conhecidas, porém, a
sua utilizacdo terapéutica ainda € incipiente. A explicacao reside na variabilidade de
sua composicdo quimica em funcdo de sua origem geogréfica, visto que em
diferentes ecossistemas - principalmente em regides tropicais - as abelhas recorrem
a distintas espécies vegetais como fontes de matérias-primas empregadas em sua
elaboracdo (BANKOVA et al., 2000).

Pereira et al. (2002), numa retrospectiva sobre os 100 anos de pesquisas da
prépolis e suas perspectivas futuras, informaram que em 1908 surgiu o primeiro
trabalho cientifico sobre a prépolis que evidenciava as suas propriedades quimicas e
composicdo. Esse estudo estd indexado no Chemical Abstracts através da
referéncia n°192 e que em pouco mais de 90 anos, o nimero de trabalhos
publicados ultrapassou a marca de 450. No Brasil, a primeira patente da prépolis
surgiu em 1995 para o uso em tratamento odontologico na prevencdo de caries e
gengivites, sob o n° BR 9503177.

2.1.1 Composic¢do quimica



Pelo menos 200 componentes diferentes ja foram identificados em amostras
de propolis de origens diversas, dentre esses, acidos graxos e fendlicos, ésteres,
ésteres fendlicos, flavondides (flavonas, flavononas, flavondis, di-hidroflavondis,
etc.), terpenos, b-esterdides, aldeidos e &lcoois aromaticos, sesquiterpenos e
naftaleno (GREENAWAY et al., 1991; MARCUCCI et al., 1996).

Um dos primeiros estudos utilizando espectrometria de massa gasosa
(GS/MS) analisou quatro amostras de propolis provenientes de diferentes regides do
Brasil obtidas através da extracdo em etanol a 70%. Os resultados revelaram a
presenca em grande quantidade dos seguintes componentes: terpendides, acido
cumarinico e sesquiterpenos (BANKOVA et al., 1995).

Koo e Park (1996) encontraram flavondides com concentracdes variaveis em
diferentes amostras de propolis brasileira. Nao obstante tenham atribuido as
propriedades farmacolégicas da propolis a presenca desse composto, 0s autores
salientaram que a analise quantitativa do teor do composto nao foi suficiente para
determinar a qualidade dos extratos analisados.

Park et al. (1997) analisaram a prépolis coletada de colméia de Apis mellifera,
proveniente de sete estados brasileiros: Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,
Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Através da cromatografia
liguida de fase reversa (CLFR), encontraram altas concentracfes de flavondides,
embora houvesse diferenca desse valor dependendo do estado de origem. A
concentracdo total de flavondides da propolis de Mato Grosso do Sul foi de
aproximadamente 12,5mg/g de propolis e os derivados de flavondides mais
encontrados foram a quercitina, apigenina, sacuranetina e crisina. Segundo 0s
autores, a ecologia vegetal do meio ambiente influenciou na determinacdo dos
componentes da prépolis e devido a essa diversidade, é necessario o estudo prévio
dos componentes da mesma para possibilitar sua aplicacéo terapéutica.

Park et al. (2002) afirmaram que o melhor indicador da origem botanica da
propolis é a analise da sua composi¢cdo quimica comparada com a provavel fonte
vegetal. A determinagdo da origem geografica e, principalmente, a origem vegetal,
aliada a fenologia hospedeira, se faz importante no controle de qualidade e até
mesmo na padronizacdo das amostras de propolis para uma efetiva aplicacao
terapéutica.

As analises de Kumazawa et al. (2003), através da cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HPLC), constataram a presenca de polifendis e flavondides em



extrato etanodlico de propolis (EEP) oriundas da Argentina, Austrélia, Brasil, Bulgaria,
Chile, China, Hungria, Nova Zelandia, Africa do Sul, Tailandia, Ucrania, Uruguai,
Estados Unidos e Uzbesquistdo. Os resultados revelaram que os menores valores
de polifendis e flavondides foram encontrados nas amostras da Tailandia (31,2mg/g)
e que os valores de polifendis da prépolis brasileira (120mg/g) foram menores em
relacdo a bulgara (220mg/g) e chinesa (299mg/g). A justificativa para os valores dos
diferentes teores desses componentes foi a proveniéncia da regido da coleta, por
conta da diversidade de sua flora ecoldgica. Cabe ressaltar que apenas na propolis
brasileira foi encontrado o artepelin-C (43,9mg/qg).

A proposicdo de Kosalec et al. (2005) foi avaliar a quantidade de
flavondides em dez marcas comerciais de solucbes etandlicas de propolis
provenientes da Croacia, cujas concentracfes variaram entre 7 a 25%, segundo
informacdo dos fabricantes. Através de dois métodos colorimétricos, verificaram a
presenca de flavonas, flavondis e flavanonas nas seguintes proporgfes: 0,14 a
0,41%, 0,43 a 18,78% e 6,45 a 10,0%, respectivamente. Devido a variacao
encontrada, os autores afirmaram que a qualidade comercial dessas requereria
maior verificagdo e que esses valores poderiam ser resultado da amostras
provenientes de regides diferentes do pais.

Também foram identificados terpendides, compostos fendlicos,
substéncias serosas e quinino nos estudos de Salatino et al. (2005). Dos compostos
fendlicos, chamou a atencéo dos autores a presenca do artepelin C - composto que
tem atividade antitumoral - bem como a presenca da dehydrocostus lactona C, um
derivado terpendide de ac&o antimicobacteriana e tripanocida. Devido a presenca de
tantos elementos nessa amostra, 0s autores afirmaram que a composicdo da
prépolis € muito complexa, e que é necessario estabelecer padrdes para a prépolis
de diferentes regides, embora seja uma substancia relevante para a utilizacéo
terapéutica devido ao grande arsenal de elementos farmacologicos de que dispde.
As abelhas no Brasil costumam coletar material de toda a vizinhanc¢a da colméia,
como alecrim, eucalipto, pinus, cana-de-aguUcar e laranjeiras, porém, seria prematuro
concluir que uma certa espécie de planta prevaleca sobre a outra na composicéo da
prépolis.

Trusheva et al. (2006), através da ressonancia nuclear magnética e
espectometria de massa, identificaram na prépolis vermelha do estado de Alagoas

(Brasil), 16 componentes tais como fendis simples, triterpendides, isoflavondides,



benzoquinonas e epdxido de naftoquinona, esse Ultimo isolado pela primeira vez de
um composto natural. Os dados da propolis vermelha brasileira foram publicados
pela primeira vez nesse trabalho, uma vez que essa variedade comumente é
encontrada na regido de Cuba e da Venezuela, e a propolis mais comumente
encontrada no Brasil € a do tipo verde. Nesse estudo, a propolis vermelha
demonstrou atividade contra Candida albicans em decorréncia da presenca de
isoflavondides e a mistura de benzofenonas demonstrou atividade contra
Staphylococcus aureus, confirmando as suas propriedades antimicética e

antibacteriana.

2.1.2 Atividade antimicrobiana

Cowan, em 1999, numa revisdo sistematica, enumerou o0s principais
elementos antimicrobianos encontrados na natureza e a sua agao contra diferentes
microrganismos. Verificou que os fendis e polifendis sdo eficazes contra virus,
bactérias e fungos; quinonas comportam-se como intermediadoras da sintese de
melanina; as flavonas, flavononas e flavonéis sdo ativos contra microrganismos por
sua capacidade de agir na parede celular dos mesmos dissolvendo a parte lipofilica
O autor ainda relatou que os t-terpendides e terpenos estdo sendo utilizados no
combate a maléaria e que o t-terpendide betulinico mostrou-se eficaz na inibicdo do
HIV, embora o seu mecanismo de acdo ainda nao esteja completamente elucidado.
Os alcal6ides mostraram-se excelentes microbicidas contra Giardia sp e Entamoeba
sp, além de desenvolverem potencial antidiarreico, importante no tratamento de
infec¢des intestinais associadas a AIDS.

Stepanovic et al. (2003) realizaram um estudo com objetivo de investigar as
propriedades do extrato etandlico de 13 amostras de propolis provenientes de
diferentes regides da Sérvia, sobre 39 microrganismos, através dos métodos de
difuséo e diluicdo em &gar e determinar a atividade sinérgica entre antimicrobianos e
prépolis. Os resultados indicaram que o0s extratos etandlicos de proépolis
apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e leveduras,
enquanto que as bactérias Gram-negativas foram menos suscetiveis. Dentre os
Gram-positivos, o E. faecalis foi o mais resistente, e dentre os Gram-negativos e
fungos, Salmonella ssp e Candida albicans demostraram menor susceptibilidade,

respectivamente. No que concerne ao efeito de sinergismos entre os antibidticos e



propolis, essa combinacdo revelou ser eficaz em potencializar a inibicdo de
crescimento de alguns microrganismos, especialmente as leveduras.

Uma amostra de propolis da cidade de Tuiuti (SP) foi submetida a extracao
com alcool etandlico resultando em extrato a 10%, os quais foram submetidos a
HPLC para determinagdo de seus componentes com atividade bactericida contra
cepas das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus salivarius, Streptococcus
mutans e Streptococcus sobrinus, suspensas em solucao salina a aproximadamente
108UFC/mL. O método da diluicdo seriada em tubos obteve os resultados mais
consistentes, com minima concentragdo bactericida variando de 2,5 a 20mg/mL para
as espécies testadas (SAWAYA et al., 2004).

Nove preparacfes de extrato de prépolis com concentracdo entre 11 e 30%
comercializadas em farmacias na cidade de Sédo Paulo (SP) foram avaliadas por
Auricchio et al. (2006) quanto a sua atividade contra bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis e
Streptococcus mutans, através do método da difusdo em agar, avaliando-se cada
produto na condi¢do nao diluida, na diluicao indicada pelo fabricante e em dose dez
vezes superior a dose recomendada. Os resultados mostraram que quando testados
puros, oito dos nove produtos analisados apresentaram atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus mutans,
enquanto que apenas um desses produtos apresentou atividade frente a
Enterococcus faecalis. Na forma diluida indicada pelo fabricante, apenas 4
preparacdes apresentaram atividade inibitéria somente para Staphylococcus aureus
e Staphylococcus epidermidis, e quando utilizados em dez vezes a concentracao
recomendada pelo fabricante, nenhum produto demonstrou atividade inibitoria,
evidenciando que os mesmos sao utilizados em condi¢cdes ineficazes para a agao
antimicrobiana aludida na rotulagem. Assim, os autores inferiram que nao existe
padronizacdo das preparacfes a base de produtos naturais; o que pode interferir na
eficacia antimicrobiana originalmente verificada para a matéria-prima vegetal ativa e

comprometer a eficacia do produto final.

2.1.3 Estudos na Odontologia



Devido ao seu amplo espectro, estudos tém sido desenvolvidos sobre a
possivel utilizacdo da propolis em diferentes subdreas da Odontologia, como a
Cariologia, Cirurgia, Periodontia, Patologia Oral, Dentistica e Endodontia.

Uma solucéo de prépolis 50% diluida em propilenoglicol e &lcool (Propolan®,
Herbapol Wroclaw, Poland) foi analisada quanto a sua eficacia no tratamento de
gengivite cronica e Ulceras bucais recorrentes. No estudo, 40 pacientes foram
divididos em 2 grupos: um com individuos portadores de gengivite leve a moderada
(grupo A), e outro com portadores de Ulceras bucais de evolucdo de 24 a 48 horas.
Apés 30 dias de tratamento verificou-se significativa melhora e importante reducéo
dos sintomas. As andlises revelaram acdo eficaz do Propolan® sobre bactérias
Gram-positivas da placa supra gengival, além de ac&o curativa (cicatrizante) sobre
as Ulceras bucais (MARTINEZ SILVEIRA et al., 1988).

Com o objetivo de comparar a acdo de uma solucdo de propolis 5% acrescida
de fluoreto de sdodio 0,05% e do fluoreto de sodio 0,05% na redugdo do
estreptococos do grupo mutans em pacientes carie-ativos que realizaram bochechos
durante 15 dias, Zarate-Pereira (1999) observou que a associacao propolis-fluoreto
mostrou-se efetiva na reducéo dessas bactérias em cerca de 66,93% dos pacientes,
fato ndo observado nos pacientes que bochecharam apenas com o fluoreto de sodio
0,05%. Além disso, a acdo antimicrobiana da prépolis em situacdo de alto desafio
cariogénico proporcionou reducdo significativa da perda de minerais do esmalte
dentario e reducdo do acumulo de biofilme, verificado através da microdureza do
tecido, conforme demonstrado pelo mesmo autor em 2003.

Koo et al. (2000) investigaram e compararam a atividade antibacteriana dos
extratos etanolicos de propolis a 10% e Arnica montana a 10% contra 15
microrganismos: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Candida albicans NTCC 3736, Candida albicans F72, Streptococcus
sangunis ATCC 10556, Streptococcus mutans OMZ175, Streptococcus sobrinus
6715, Streptococcus cricetus HS-6, Actinomyces naeslundii ATCC 12104,
Actinomyces naeslundii W1053, Actinomyces viscosus OMZ105, Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas endodontalis e Prevotela denticola, sendo os trés ultimos
isolados clinicamente. A atividade antimicrobiana foi determinada através do método
de difusdo em 4gar. Os resultados revelaram que o EEP produziu zonas de inibi¢céo
de crescimento contra todos 0s microrganismos testados, enquanto que o extrato de

Arnica Montana demonstrou inibir o crescimento de P. gingivalis e A. naeslundii



W1053 e ATCC 12104, cujos valores da zona de inibicdo de crescimento nao foram
estatisticamente diferentes do controle realizado com alcool etilico a 80%.

A atividade in vitro do extrato etandlico de propolis sobre a superficie
dentinaria de 15 dentes molares divididos em 5 grupos, foram averiguadas por
Geraldini et al. (2000). Para o estudo, no grupo controle (Grupo 1) foi utilizado
apenas spray ar/agua. Nos outros grupos, as superficies foram tratadas com etanol
puro 70% (Grupo 2) e concentracfes etandlicas de prépolis a 10, 20 e 30% (Grupos
3, 4 e 5, respectivamente). Os espécimes, apds receberem preparo adequado, foram
avaliados em microscopia eletronica de varredura (MEV) com aumentos que
variavam de quinhentas a quatro mil vezes, onde observou-se que no Grupo 3
houve discreta deposicdo da solucdo sobre a camada de esfregaco dentinario
mantendo os tubulos obstruidos; no grupo 4 foi observada a presenca de particulas
com formas esferoidais sobra a camada de esfregaco, de maneira mais evidente, e
também ndo foram observados os tubulos dentinérios abertos. No grupo 5, pode-se
observar uma camada de particulas maiores incorporando toda a camada irregular
do esfregaco e mantendo os tubulos obstruidos. Assim, 0s autores sugeriram que a
propolis poderia ter acdo de limpeza sobre a superficie dentinéaria.

O EEP a 3,0% proveniente do estado do Rio Grande do Sul utilizado como
colutério foi avaliado quanto a sua capacidade de interferir na formacao da placa
bacteriana bem como na formacdo de polissacarideos insoluveis. O estudo
conduzido por Koo et al. (2002) utilizou também uma solucéo do tipo placebo e seis
voluntarios foram submetidos as solucdes para bochechos. Os resultados obtidos
revelaram que o grupo que fez uso do colutdrio a base de propolis apresentou
menor indice de placa e a menor concentragcdo de polissacarideos insolluveis
presentes na placa dental em comparagao com o grupo placebo.

A tolerancia dos fibroblastos do ligamento periodontal e polpa dental a
prépolis foi examinada por Al-Shaher et al. (2004) e comparada ao hidroxido de
calcio. O experimento consistiu em submeter células da polpa dental e do ligamento
periodontal obtidas de 30 terceiros molares recém-erupcionados e extraidos, as
solucdes etanolicas de propolis nas concentracdes respectivas de 0; 2,0; 4,0; 8,0;
16; 32mg/mL e de hidréxido de calcio (CA(OH),) nas diluicdes respectivas de 0,2;
0,4; 0,8; 1,2 e 2,4 mg/mL. Os resultados mostraram que as solu¢cdes de prépolis
testadas nao apresentaram citotoxicidade para os fibroblastos do ligamento

periodontal, tampouco para as células da polpa dental. Entretanto, o hidroxido de



calcio, na concentracao igual a 0,8mg/mL e maior que isso, foi capaz de matar os
fibroblastos do ligamento periodontal e similarmente, mais de 90% dessas células da
polpa dental na concentracéo 0,5mg/mL. Os autores sugeriram que a propolis possa
ser utilizada como medicacdao intra-canal devido a sua baixa toxicidade.

A suposta acao anti-cariogénica da apigenina e o tt-farnesol -componentes da
prépolis — quando em desafio no biofiilme de S. mutans, bem como a sua acao
quando associados ao fluoreto, foi testada por Koo et al. (2005). O estudo foi
realizado numa amostra de 64 ratos infectados por S. mutans, que foram divididos
em oito grupos: Grupo 1- tt-farnesol; Grupo 2 - apigenina, Grupo 3 - fluoreto; Grupo
4 - tt-farnesol e fluoreto ; Grupo 5 - apigenina e fluoreto; Grupo 6 - apigenina,
tt-farnesol e fluoreto; Grupo 7 - 25% etanol contendo 1,25% de dimetil-sulféxido
(DMSO) - controle negativo; Grupo 8 - clorexidina e fluoreto (controle positivo). Os
resultados mostraram que todos os agentes testados, exceto os do grupo 3, foram
capazes de diminuir o acumulo do biofilme de S. mutans quando comparados ao
veiculo controle (p<0,05) e que a combinacdo apigenina e fluoreto ( Grupo 5) e
apigenina, tt-farnesol e fluoreto (Grupo 6), foram os que resultaram em tratamentos
mais efetivos.

Em 2006, Oncag et al. compararam a atividade antibacteriana da prépolis,
hidréxido de calcio, gel de clorexidina e Vitapex®( Neo Dental International, USA) em
canais infectados com E. faecalis. Esse experimento in vitro utilizou 180 dentes
unirradiculares higidos extraidos, os quais foram preparados de acordo com o
protocolo de tratamento endoddntico e cujos forames apicais foram selados com
resina epoxica. Apos a autoclavagem, os dentes receberam um inoculo de 10uL da
cepa de E. faecalis (ATCC 29212) cultivada em BHI (Brain Heart Infusion) e ajustada
na escala 0,5 de McFarland. Apés esse periodo, a amostra foi dividida em seis
grupos, o0s quais receberam aproximadamente 0,1mL das substancias a seguir:
Grupo 1- p6 de hidroxido de célcio misturado com glicerina; Grupo 2 - gel de
clorexidina 1%; Grupo 3 - Vitapex® com iodoférmio e 6leo de silicone; Grupo 4 -
extrato etandlico de prépolis a 10%; Grupo 5 - etanol 96% e Grupo 6 - controle
negativo apenas com a cultura de E. faecalis. Um sétimo grupo foi utilizado com 20
dentes que nao foram contaminados e tampouco receberam medicacdo. Todos 0s
espécimes foram selados com bolinha de algoddo estéril e cimento selador
temporéario — Cavit®( 3M Espe, USA) e incubados em condicdes de anaerobiose a

37°C, nos tempos experimentais de 48 horas e 10 dias. Decorridas 48 horas, 15



espécimes dos grupos 1 ao 4, 10 espécimes dos grupos 5 e 6, e 10 espécimes do
grupo 7 tiveram o selamento coronal removido sob condi¢cdes assépticas, quando
receberam 5mL de agua destilada esterilizada para remover a medicacdo intra-
canal. Imediatamente, um cone de papel esterilizado de diametro 50 foi levado aos
canais por 60 segundos e transferido para tubos de vidro que continham os meios
de cultura para observacdo da quantidade de unidades formadoras de coldnia
(UFC). Decorridos 10 dias, o restante da amostra também passou pelo mesmo
processo. Os resultados revelaram que todos os medicamentos foram efetivos
contra o E. faecalis no periodo de 48 horas, com diferenca significativa entre os
grupos 1 a 4 em relagéo aos grupos 5 e 6 (p<0,05), ndo sendo evidenciada diferenca
significativa entre os medicamentos a base de hidréxido de calcio, Vitapex® e
prépolis (p>0,05). Para o periodo experimental de dez dias, todos os medicamentos
dos grupos 1 ao 4 foram efetivos contra E. faecalis, com diferenca significativa entre
0s grupos 1 ao 4 em relacdo aos grupos 5 e 6 (p<0,05). A prépolis mostrou ser a
substancia mais efetiva apos dez dias, porém, ndo foi encontrada diferenca entre
essa substancia e o gel de clorexidina (p>0,05), embora as duas substancias
tenham sido mais efetivas que o hidroxido de célcio e o Vitapex® (p<0,05). Os
autores concluiram que a prépolis pode ser uma alternativa de medicacdo intra-
canal, salientando a necessidade de maiores estudos nesse quesito.

De-Carli (2007) comparou a acdo de um gel de propolis 5% (gel A) e esse
mesmo gel associado ao fluoreto de sédio 0,05% (gel B) sobre as contagens dos
niveis salivares de Streptococcus mutans, inativacdo de manchas brancas e reducao
do acumulo do biofilme dental em 97 pacientes de alto risco a carie, que foram
divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais. Os resultados revelaram
uma reducdo significativa (p<0,0001) nos niveis de S. mutans, com melhor
desempenho do gel A comparado ao gel B. A mesma situacao foi observada em
relacdo a inativacdo de lesdes incipientes de carie (manchas brancas). O acumulo
do biofilme foi reduzido significativamente (p<0,00001) apos a aplicacdo dos géis em
ambos os grupos, porém, sem diferenca significativa entre eles (p>0,05).

Costa et al. (2008) avaliaram a acao antimicrobiana de substancias utilizadas
em Endodontia contra o E. faecalis através da técnica de difusdo em agar pela
técnica do poco. Foram testados os grupos: Grupol - extrato de propolis verde 12%
(Propomax®, APIS FLORA, Brasil); Grupo 2 - Pasta de Guedes-Pinto

(lodoférmio+PMCC+Rifocort®; Medley, Brasil ); Grupo 3 - extrato de prépolis verde



12% (Propomax®) + Rifocort® + lodoférmio; Grupo 4 - Rifocort® + extrato de prépolis
verde12% (Propomax®); Grupo 5 - Ca(OH), PA + extrato de prépolis verde 12%
(Propomax®); Grupo 6 — Ca(OH), PA + soro fisiolégico; Grupo 7 - lodoférmio +
extrato de prépolis verde 12% (Propomax®); Grupo 8 - lodoférmio + soro fisiolégico;
Grupo 9 - Rifocort®; Grupo 10 - paramonoclorofenol canforado e Grupo 11 - soro
fisiologico (controle negativo). Os resultados mostraram que houve diferenca
estatisticamente significativa entre as substancias avaliadas (p<0,05), sendo que as
pastas dos Grupos 4, 2 e 3 foram mais eficazes contra a bactéria, com maiores
halos de inibicdo. Considerando as substancias isoladamente, o Rifocort® foi a que
produziu o maior halo de inibicdo e os Grupos 6 e 8 nao apresentaram efetividade
antimicrobiana contra o microrganismo.

Em estudo in vitro, Parma-Neto (2008) avaliou a atividade antibacteriana de
extratos hidroalcodlicos de propolis de Apis mellifera sobre biofilme e cepas
periodontopatogénicas, utilizando trés tipos de propolis oriundos do Estado de Mato
Grosso do Sul prépolis verde, vermelha e resinosa. A CLAE foi o método utilizado
para as analises quimicas; 0s ensaios microbiologicos foram realizados através do
método da diluicdo seriada dos extratos hidroalcoolicos de propolis para a
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) contra Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa) e Porphyromonas gingivalis e determinacdo da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) contra biofilmes. Os dados obtidos
revelaram que a propolis verde apresentou maiores teores de flavonoides e
derivados de acido caféico; com o processo de extracdo a maceracado por 30 dias,
obteve-se o melhor resultado da acdo antibacteriana contra microrganismos
aerobicos. A CIM contra A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis foi de 1,6 pg/mL e
3276,8 ug/mL, respectivamente. A CBM contra biofilme foi de 4,0 pug/mL. Concluiu-
se gue entre as prépolis oriundas do Estado de Mato Grosso do Sul, a do tipo verde
apresenta capacidade antibacteriana contra periodontopatdogenos e biofilme dental,
sendo a mais indicada para as investigacdes em Odontologia.

Awawdeh et al. (2008) conduziram um estudo laboratorial para investigar a
atividade antibacteriana da prépolis e do hidroxido de calcio quando utilizados como
medicacdo de demora em modelos de dentina infectados com E. faecalis. Foram
utilizados 50 dentes unirradiculares extraidos por indicacdo ortodontica que foram
seccionados de modo a obter-se tubos radiculares de dentina no comprimento de 7

mm, 0s quais foram processados para a inoculacdo das células bacterianas. Cinco



espécimes foram selecionados aleatoriamente e mantidos como controle negativo.
Os quarenta e cinco espécimes restantes foram colocados em tubos contendo caldo
de soja inoculado com E. faecalis e incubados por 21 dias a 37° C. Decorrido esse
tempo, dois espécimes foram escolhidos aleatoriamente (um estéril e outro
infectado) e examinados no microscopio eletrébnico de varredura. Entdo, os 40
espécimes restantes foram divididos em dois grupos de 20 dentes cada, 0os quais
foram preparados para receber a solucédo de prépolis 30% (n=20, Grupo 1) e pasta
de hidroxido de célcio (Ultracal XS®, Ultradent). O grupo de controle positivo
consistiu de 4 espécimes que receberam solucdo salina como medicamento. O
grupo controle negativo com 4 espécimes foi inoculado com caldo de cultura estéril.
Os espécimes foram selados com cimento temporario Cavit® e reincubados a 37°C
por 24 e 48 horas. Para os tempos previstos, em 10 espécimes do grupo 1 e grupo
2, respectivamente, foram coletadas amostras microbiolégicas com cones de papel
as quais foram transportados para um tubo de ensaio contendo 1mL de meio de
cultura. Foi realizada diluicdo 1:10 e aliquotas de 0,1mL colocadas em placas de
agar incubadas a 37°C por 24 horas para observacdo de crescimento
microbiolégico. Os resultados mostraram que para 0S espécimes tratados com
propolis a 30%, ndo houve crescimento do microrganismo testado nos tempos
experimentais, enquanto que o hidréxido de célcio mostrou-se ineficaz nos tempos
avaliados.

Rezende et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de duas pastas
experimentais contendo propolis associada ao hidréxido de calcio, com culturas
polimicrobianas coletadas de 16 molares deciduos com polpa necrosada e
fistulados, extraidos de criangas entre 4 e 6 anos de idade. Os produtos utilizados
foram duas amostras de prépolis brasileiras: o extrato etandlico de prépolis (EEP) a
11% da Apis Flora® e o extrato de prépolis sem etanol (EP) Propomax®; Ca(OH), PA
(Biodinamica®, Brasil) e propilenoglicol (Alexfarma® , Brasil). Foram preparadas duas
pastas na consisténcia de creme dental, sendo: Pasta 1- EEP + Ca(OH), PA; e
Pasta 2 - EP + Ca(OH), PA. O experimento foi realizado em duplicata através da
técnica de difusdo em agar. Ambas as pastas apresentaram zonas de inibicdo
maiores contra microrganismos coletados dos canais radiculares que o hidroxido de
calcio associado ao propilenoglicol (p=0,021 e 0,003, respectivamente). A pasta 2
apresentou zonas de inibigdo um pouco maiores que a pasta 1(p=0,053). Os autores



concluiram que a associacdo entre prépolis e hidroxido de calcio foi efetiva no

controle das infec¢des dentérias in vitro.

2.2 Enterococcus faecalis

Tronstad et al. (1990) procuraram o motivo do insucesso do tratamento
endodéntico convencional em dez pacientes portadores de lesdo periapical
submetidos a cirurgia parendodbntica. Durante o procedimento cirdrgico,
removeu-se aproximadamente 2 a 3mm do apice radicular envolvido pela lesédo
periapical e essas amostras foram processadas e observadas em microscopio
eletrénico de varredura (MEV). Os autores verificaram que o0 cemento dessas raizes
estava coberto por uma camada lisa e amorfa continua ao apice radicular, adjacente
ao forame apical. Em maior ampliacao, foi encontrada nessa camada uma variedade
de formas bacterianas confirmando a existéncia de uma placa bacteriana na regiao,
com predominancia de cocos e bacilos, o que poderia explicar, segundo os autores,
a possivel causa do insucesso.

Apesar de existirem mais de 350 espécies de bactérias na cavidade bucal
humana, somente um namero limitado dessas, em torno de uma a doze espécies,
conseguem se estabelecer na polpa e desenvolver uma infec¢cado no canal radicular,
pois 0s mecanismos seletivos do ambiente pulpar e as interacBes bacterianas
sinérgicas e antagonistas criam condicbes para o desenvolvimento de alguns
microrganismos e ao mesmo tempo, suprimem o crescimento de outros. Essas
foram as conclusbes de Sundqvist (1992), ao realizar uma revisdo da literatura
relacionada nos ultimos dez anos, a época do estudo .

A fim de avaliar o resultado do retratamento endoddntico conservador e
realizar a analise microbiologica de casos considerados insatisfatorios, 54 dentes de
pacientes assintomaticos, com evidéncia radiografica de lesdo periapical cuja
endodontia havia sido realizada had 5 anos e que mostravam-se radiograficamente
bem obturados, foram selecionados para o retratamento endodoéntico. Ap6s a
desobturacdo dos canais, amostras bacteriolégicas foram colhidas com pontas de
papel estéreis antes do preparo quimico-mecanico e colocadas em tubos de ensaio
com meio de cultura a base de tioglicolato e agar. Os canais foram selados com
bolinhas de algoddo estéreis e cimento a base de Oxido de zinco e eugenol.

Decorridos sete dias, 0s pacientes retornaram para nova coleta imediatamente a



remoc¢do do selamento temporario, e posteriormente ao preparo quimico-mecanico,
os canais foram medicados com pasta a base de hidroxido de calcio. No retorno de
quinze dias de uso da medicacéo intra-canal, nova coleta foi realizada e os canais
obturados e restaurados. A analise das amostras revelou que 24 dos canais estavam
contaminados por microrganismos no momento da desobturacdo dos canais
radiculares. Em 20 casos, houve crescimento bacteriano dos exemplares colhidos na
primeira e segunda sessdes de tratamento, sendo que em 19 dentes havia uma
Gnica espécie; em 4 casos haviam duas espécies presentes; em um caso havia uma
infeccdo polimicrobiana por 4 espécies e em dos 9 casos em que o E. faecalis foi
isolado, esse era o Unico microrganismo presente no canal radicular. Cinquienta
pacientes (93%) do total da amostra foram proservados anualmente por cinco anos,
sendo 37 considerados curados completamente, com taxa de sucesso de,
aproximadamente, 74%. Os autores também observaram que a taxa de sucesso nos
dentes em que o E. faecalis se fez presente foi relativamente menor (66%) que a
média dos outros casos, o que 0s levou a concluir que esse microrganismo seria um
importante agente causador do insucesso endodontico (SUNDQVIST et al.,1998).

O E. faecalis foi a bactéria mais encontrada no estudo de Molander et al.
(1998), no qual os autores avaliaram 100 dentes tratados endodonticamente héa
aproximadamente quatro anos e com periodontite apical constatada. Em 85% da
amostra (68 dentes), verificou-se a presenca de uma microbiota intracanal, com 117
cepas isoladas, havendo uma predominancia de anaerdbios facultativos
Gram-positivos (69%), sendo o E. faecalis a espécie encontrada com maior
frequéncia na proporcgéao de 47,05% (32 dentes).

Espécies do género Enterococcus tém significativa importancia na
microbiologia endodbntica, pois possuem resisténcia inerente a agentes
antimicrobianos e outros fatores de patogenicidade, os quais se ndo controlados,
podem ser favorecidos pela alteracdo nas condi¢cdes ecolégicas dos canais e
estabelecer um processo infeccioso de dificil tratamento ( ESTRELA, 2004 ).

O E. faecalis é um coco Gram-positivo, encontrado rotineiramente na
microbiota intestinal, podendo ser encontrado também na mucosa oral e vaginal. A
citolisina e a substancia agregativa, postulados como fatores de viruléncia, sdo 0s
produtos de maior evidéncia desse microrganismo. A citolisina e a substancia
agregativa sado codificadas pelo plasmideo conjugativo pAD1, que parece ser

exclusivo do E. faecalis, o qual também secreta ferormdénios que atraem dois



enterococcus que se unem e trocam plasmideos, responsaveis por conferir
resisténcia ao microrganismo (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Um possivel mecanismo que pudesse identificar como o E. faecalis sobrevive
e cresce dentro dos tubulos dentinarios e consegue reinfectar um canal radicular
obturado, foi o motivo do estudo realizado por Love em 2001. A metodologia
consistiu em cultivar células de Streptococcus gordoni DL1, Streptococcus mutans
NG8 e E. faecalis JH2-2 em placas de agar-TSBY (Trypticase Soy Broth Yeast),
ajustadas em densidade 6ptica 1 (aproximadamente 1,2x10° célulasmL™), contendo
10 a 90% de soro humano e incubadas a 37°C, por 56 dias. Decorrido esse periodo,
as culturas foram inoculadas em raizes unirradiculares de dentes higidos, extraidos
por motivos diversos e preparados previamente. Os resultados revelaram que as 3
espécies de bactérias permaneceram viaveis dentro do periodo experimental. O
autor verificou que o E. faecalis possui habilidade para invadir os tubulos dentinarios
e de manter-se viavel nesses locais, aderindo-se ao colageno na presenca de soro
humano, mecanismo pelo qual as células dessa espécie bacteriana atuariam como
um patdgeno nos casos de insucesso endodoéntico.

A resposta do E. faecalis em presenca de substancias antimicrobianas como
o hipoclorito de sddio e o Ca(OH),, e 0s mecanismos que envolvem a sobrevivéncia
desse microrganismo em condi¢cdes de pH elevado, foi investigada por Evans et al.
(2002). Para a realizacdo do experimento foi utilizada a cepa de E. faecalis JH2-2.
Os resultados confirmaram que essa bactéria é resistente ao Ca(OH), em pH igual
ou menor que 11,1. Os autores verificaram que houve uma adaptacao ao pH alcalino
e a sintese de proteinas induzidas por stress ndo s&do preponderantes na
sobrevivéncia das células. Por outro lado, o funcionamento da bomba de prétons,
gue é capaz de acidificar o citoplasma mostrou-se critico a sobrevivéncia desses
microrganismos em meios de elevado pH. O hipoclorito de sédio foi efetivo na
eliminacao do E. faecalis .

Pinheiro et al. (2003) procuraram identificar as principais bactérias dos canais
radiculares de 60 dentes tratados endodonticamente em pacientes que
apresentavam evidéncia radiografica de periodontite apical. Os casos foram
selecionados a partir de analise dos dentes tratados endodonticamente ha mais de 4
anos, exceto agueles que apresentaram sintomas persistentes ou desconforto a
percussao (6 casos), os quais foram retratados num periodo minimo de 2 anos. Em

51 dos casos, foi encontrada microbiota intracanal, dos quais 108 cepas bacterianas



pertencentes a 37 espécies diferentes. Grande parte dos canais tiveram um (46,7%)
ou 2 (13,3%) tipos de cepas isoladas; apenas 25% dos casos demonstraram
infeccbes polimicrobianas, havendo uma predominancia de anaerébios facultativos
(57,4%) em relacdo a anaerobios obrigatorios (42,6%) e de Gram-positivos (83,3%)
do total da amostra. O E. faecalis foi a espécie bacteriana mais comumente
encontrada, compreendendo 52,6% dos casos.

Gomes et al., em 2003, prepararam 180 incisivos centrais superiores bovinos,
gue depois de cortados nos 5mm apicais e nos dois tergos coronais, resultaram em
tubos de dentina que foram infectados por 7 dias com cultura de E. faecalis (ATCC
29212). A amostra foi dividida em quatro grupos de 45 espécimes cada e tratados,
respectivamente, com clorexidina gel a 2%, pasta de Ca(OH), veiculada em
polietilenoglicol 400, clorexidina gel a 2% associada a pasta de Ca(OH), veiculada
em polietilenoglicol 400, e suspenséo de BHI como controle. Posteriormente, foram
incubados a 37°C por 2, 7, 15 e 30 dias. Os autores verificaram que a clorexidina foi
capaz de inibir o crescimento do E.faecalis nos periodos experimentais de 1, 2, 7 e
15 dias; a pasta de Ca(OH), nao foi capaz de demonstrar atividade antibacteriana,
ao contrario da associacdo dos dois medicamentos que demonstrou 100% de
atividade antibacteriana.

Estrela (2004) descreveu que a resisténcia do E. faecalis esta
relacionada a producdo de enzimas histoliticas como a colagenase, hialuronidase e
fibrinolisina. A colagenase atua na digestdo do colageno, principal componente do
tecido conjuntivo. A hialuronidase hidrolisa o &cido hialurbnico, um
mucopolissacarideo componente da matriz extracelular em nivel de tecido epitelial e
conjuntivo, sendo considerada um fator microbiano de difusdo. A fibrinolisina
transforma o plasminogénio do plasma em plasmina, enzima proteolitica capaz de
digerir a fibrina que, normalmente delimita e reacao inflamatoria.

A determinacdo da presenca de enterococos, bactérias entéricas e
leveduras em canais radiculares e o teste de sensibilidade antimicrobiana foram os
objetivos da pesquisa de Ferrari et al. (2005). Uma amostra de 25 dentes de
pacientes com diagnostico de periodontite apical assintomatica e que néo havia feito
uso de terapia antibidtica nos 3 meses anteriores ao inicio do estudo foi escolhida
para o experimento. A metodologia consistiu ha coleta de material antes e depois da
instrumentacdo dos canais radiculares abertos, sob condi¢des assépticas e deixados

sem medicacdo intra-canal durante sete dias, e a subsequente medicacdo dos



mesmos com uma solucdo de PRP®( Férmula & Acéo, Brasil) por um periodo de
sete dias. Os resultados obtidos revelaram que 92% da amostra na primeira coleta
apresentavam microrganismos, sendo que 22% dos casos apresentaram
enterococos, bactérias entéricas e alguns tipos de leveduras. ApOos 0 preparo
biomecéanico, quando outra coleta foi realizada, essas espécies ndo foram
detectadas, embora outros tipos de microrganismos tenham sido encontrados em
20% da amostra. Decorridos sete dias em que os dentes ficaram sem medicacao
intra-canal, 100% dos canais apresentavam microrganismos com a presenca das
espécies estudadas em 52% dos condutos. ApoOs esse periodo, quando utilizou-se o
PRP nos canais radiculares, apenas os microrganismos do tipo enterococos foram
detectados e identificada a presenca de E. faecalis e Enterococcus faecium em 36%
dos canais. Quanto aos testes de sensibilidade antimicrobiana, todas as espécies de
enterococos mostraram susceptibilidade a ampicilina, porém, essa susceptibilidade
foi varidvel em relagdo a rifampicina e ao ciprofloxacino.

Kayaoglu et al. (2005) avaliaram, in vitro, a aderéncia do E. faecalis ao
colageno tipo | e a albumina de soro bovino (BSA) quando colocado em meio
seletivo em que o pH variou de 7,1 a 9,5. Para tanto, utilizaram uma cultura de E.
faecalis (A197A) que foi inserida em meio TSB, pH 7,1, que recebeu NaOH para
obtencdo de outras solugbes com pH 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 e 9,5, respectivamente. A
cultura de E. faecalis repicada foi inserida nas solu¢cdes anteriormente obtidas e
incubadas por 24 horas, a 37°C. O teste de aderéncia foi realizado utilizando BSA e
colageno tipo | que foram dispersos sobre 96 placas e armazenados a 4°C por 12
horas. A cultura foi, entdo, semeada, incubada a 37°C por 2 horas, e posteriormente,
fixada para contagem das colénias em MEV. Os dados obtidos revelaram que a
aderéncia do E. faecalis ao BSA foi diminuindo com o aumento do pH dessa
substancia de 7,1 para 9,5, e em relacdo a aderéncia do E. faecalis ao colageno tipo
I, houve um aumento progressivo quando o pH variou de 7,1 para 8,5. A partir
desse, até o pH 9,5, houve uma diminuicdo da adesdo que nao foi estatisticamente
significante quando comparada ao pH 7,1. A diferenca entre o nimero de bactérias
aderidas ao BSA e ao colageno tipo | também foi analisada para cada grupo
separadamente, e exceto para o grupo de pH 7,1, o nimero de bactérias aderidas
ao colageno foi significativamente superior do que ao BSA. Assim, 0s autores

concluiram que a elevacdo no pH no meio de crescimento levou a diminuicdo da



aderéncia ao BSA e aumentou a aderéncia ao colageno, principalmente no pico de
pH 8,5.

Geijersstam et al. (2006) analisaram a susceptibilidade antimicrobiana do E.
faecalis a diferentes agentes antimicrobianos e realizaram a analise molecular
genética das cepas colhidas. Para tanto, foram isolados E. faecalis de 59 dentes de
canais obturados que apresentavam periodontite apical. Foram testadas as
concentracdes inibitérias minimas de ampicilina, penicilina, cefotaxima, cloranfenicol,
ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina, rifampicina, estreptomicina, teicoplanina,
tetraciclina, vancomicina, clindamicina, quinupristin-dalfopristina e linezol, de acordo
com os Vvalores recomendados pela Sociedade Inglesa de Quimioterapia
Antimicrobiana. Também foi testada a resisténcia do Isa gene determinado pelo
método polymerase chain reaction (PCR), o qual € responsavel por conferir
resisténcia do E. faecalis as lincosamidas. Os autores verificaram que o E. faecalis
apresentou resisténcia aos antibidticos testados e que o0 gene Isa desse
microrganismo foi responsavel por promover a resisténcia a clindamicina.
Concluiram que embora tenha havido diferencas nos niveis de resisténcia do E.
faecalis, o perfil de susceptibilidade desse microrganismo as terapias padrdo, no
caso de exacerbacédo de periodontite periapical, pode evoluir para uma infeccao
sistémica ou uma endocardite bacteriana em individuos debilitados.

Com o objetivo de determinar a eficacia antimicrobiana de solucdes
irrigadoras como a agua ozonizada; oz6énio gasoso; hipoclorito de sbédio a 2,5% e a
clorexidina a 2% em canais infectados por E. faecalis, Estrela et al. (2007) utilizaram
trinta incisivos superiores que foram preparados e inoculados com a cultura dessa
bactéria, por 60 dias. Os espécimes foram submetidos ao desafio com as solu¢des
que foram dispersadas nos canais num fluxo controlado de 50mL/min™ por vinte
minutos, momento em que foram colhidas as amostras e levadas para incubacéo a
37°C, por quarenta e oito horas. A turvacdo do meio foi utilizada como critério de
andlise do efeito antimicrobiano das solugfes. Os resultados obtidos revelaram que
nenhuma das solug@es foi suficiente para inativar essa bactéria no tempo proposto.

Nair (2006), através de uma revisao da literatura, mencionou que na década
de 90 uma série de investigacdes mostrou que a presenca de microrganismos
poderia ser um dos fatores etioldgicos da periodontite apical persistente, e que
dentre 0 numero reduzido de espécies encontradas nos canais radiculares, o E.

faecalis desperta grande interesse da comunidade académica, sendo considerado
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um microrganismo de potencial patogenicidade, pois €& encontrado em
aproximadamente 77% dos casos, além de ser resistente a maioria das medicacdes
intra-canal e tolerar ambientes com pH elevado e longos periodos de falta de
nutrientes, devido aos mecanismos internos de adaptacao a condi¢cdes extremas de
sobrevivéncia.

Chivatxaranukul et al. (2008) investigaram a invasao e possivel predilecdo do
do E. faecalis pelas paredes dos tubulos dentinarios, que foi mensurada ex vivo. O
estudo foi realizado em 16 dentes recém-extraidos, sendo que 8 dentes receberam
preparo quimico-mecanico e 8 dentes ndo e submetidos a infeccdo por cepas de E.
faecalis (JH2-2). Apds a inoculacao pelas bactérias, os espécimes foram incubados
por oito semanas e apos esse periodo submetidos ao processamento para exame
em MEV, com magnificancia de 400 vezes. O critério de valores considerados para
invasédo foi 0, 1, 2 e 3, quando 0, 1-20, 20-50, >50 tdbulos eram infectados. Os
autores verificaram que houve invasado dos tubulos dentinarios, sendo significativa a
invasdo nos espécimes que ndo receberam preparo quimico-mecanico (p<0,0001).
As bactérias também mostraram-se capazes de aderir aos tabulos dentinarios nas
regibes corondria e apical dos dentes.

Zender e Guggenheim (2009), através de revisdo sistemética da literatura,
destacaram a dificuldade em se eliminar as bactérias do género enterococos do
interior dos canais radiculares necroticos ou inapropriadamente obturados, sendo a
espécie E. faecalis capaz de sobreviver sozinha, adaptando-se a condi¢cdes
extremas de estresse nutricional por meio de alteragbes no seu metabolismo interno,
bem como a sua resisténcia ao preparo quimico-mecanico com hipoclorito de sédio
e agua oxigenada. Os autores relataram ainda que embora o E. faecalis ndo seja
uma espécie presente nos processos de carie dentaria, sdo bactérias encontradas
nas infecgcdes primarias do sistema de canais radiculares que podem penetrar, via
pequenas fendas presentes nos dentes ou através de microespacos presentes, em
restauragfes coronarias inadequadas levando a ocorréncia da periodontite apical. O
E. faecalis também demonstrou pouca capacidade de aderéncia aos tecidos bucais -
tecidos moles e superficies dentarias — assim como insucesso ao competir em
crescimento com a microbiota oral normalmente presente na cavidade bucal, o que
fez os autores verificarem que essa espécie bacteriana tem origem dos alimentos
ingeridos pelos individuos, visto que sédo encontrados em suplementos veterinarios,

na fabricacdo de probidticos e em outros produtos de consumo in natura.



3 OBJETIVOS

Diante da ac&do antimicrobiana da prépolis e as constatacbes sobre a
resisténcia do E. faecalis nas infeccbes refratarias de origem endodéntica, o
presente trabalho se propos a:

a) avaliar, in vitro, a capacidade antimicrobiana da prépolis de Apis mellifera sobre
o E. faecalis (ATCC 29212);
b) comparar a prépolis ao hidréxido de célcio quanto a atividade antimicrobiana

sobre esse microrganismo, em canais radiculares.



4 MATERIAIS E METODO

4.1 Aspectos éticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMS, sob
protocolo n° 992 (Anexo A). Previamente a doacdo dos dentes foram obtidos os

Termos de Consentimento Livre e Esclarecido dos doadores (Apéndice A).

4.2 Obtencao do extrato puro da propolis (EPP)

Foi obtida 892 g de prépolis bruta, tipo verde, oriunda de Ivinhema (MS) junto
ao Apiario Vové Pedro em Campo Grande (MS), originada da espécie botanica
Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo). A amostra de préopolis, até a
preparacdo dos extratos, foi armazenada em sacos plasticos hermeticamente
fechados sob temperatura de 4°C. Ap6s trituracdo manual foi acrescentado etanol
PA (CHEMCO, Brasil). Em seguida, a solucao foi levada ao ultra-som (THORNTON,
MODELO T14, USA) para uma extracdo efetiva dos constituintes da prépolis.
Procedeu-se a filtragem em papel absorvente e acrescentou-se etanol de forma a
cobrir o precipitado e novamente levado ao ultra-som. Esse processo foi repetido 5
vezes e o precipitado, obtido foi levado ao rotaevaporador (FISATOM, USA) para
remocao do etanol, obtendo-se o extrato etandlico bruto da propolis (EEBP), com
massa de 405g. A este foi acrescentado hexano para separagédo da parte apolar da
polar, porcdo que contém os constituintes moleculares de classe antimicrobiana —
flavonoides e terpenos. O EEBP foi dividido em fragdo hexanica e fragdo etandlica,
chamada essa Ultima de extrato etandlico de prépolis (EEP). Foi preparada uma
solucdo com agua destilada e alcool cereais PA (70:30), acrescentando 50 g de
propolis em 1000 mL dessa solucédo, obtendo-se assim, a solucéao hidroalcodlica de

propolis 5 % (solugdo-mae).
4.3 Processamento dos espécimes dentarios
Foram utilizados 50 dentes pré-molares inferiores unirradiculares extraidos

recentemente por motivos diversos. As superficies radiculares foram limpas

delicadamente com curetas periodontais, tomando-se cuidado para manter intacto o



cemento. Os dentes foram imersos em hipoclorito de soédio a 5% durante 30 minutos
e permaneceram em NaCl a 0,9% em temperatura ambiente até 0 momento de uso
(LOVE; 2007). Para o experimento, as coroas foram seccionadas em aparelho para
corte de dentes com disco de diamante (ISOMET, USA). Foi padronizado o
comprimento médio das raizes em 16mm. O acesso cervical foi realizado com
brocas esféricas diamantadas (KG Sorensen, Brasil) em alta rotacdo e o tergo
cervical e médio dos canais foi preparado com brocas de Gates-Glidden® (Denstply
Maillefer, Switzerland) niameros 2, 3 e 4 . O preparo quimico cirargico foi realizado a
Imm aquém do forame apical utilizando-se limas tipo K (Denstply Maillefer,
Switzerland ) de diametro 15 até 50, pela técnica crown-down, irrigando-se os canais
com 3mL de NaOCl a 1% a cada troca de limas (ONCAG et al., 2006). Concluido o
preparo quimico-cirargico, inundou-se o0s canais com EDTA 17% (acido
dietilenoaminotetracético), o qual foi agitado no interior dos mesmos durante 3
minutos, com auxilio de uma lima tipo K® de diametro 45. A irrigacdo final foi
realizada com 10mL de NaCl 0,9%, e para secagem utilizou-se cones de papel
absorvente® (Meta Biomedical, USA) estéreis de diametro 50. O forame apical de
cada raiz foi selado com resina composta® (Z-100, 3M ESPE, USA), bem como duas
camadas de esmalte incolor® (Colorama, Brasil) foram utilizadas sobre o cemento
para evitar a contaminacdo externa durante os procedimentos posteriores. Em
seguida, as raizes foram colocadas em placas de Petri com umidade relativa de
100% até o momento de esterilizacdo das mesmas em autoclave a 121°C por 15
minutos (ONCAG et al., 2006; ESTRELA et al., 2007).

4.4 Cultura microbiana

Foi utilizada a cepa de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) crescida em
caldo Miiller-Hinton® (MH) (Oxoid, England) para a obtenc&o do inéculo. A cultura foi
mantida em fase ativa de crescimento durante 4 horas a 37°C. Em seguida, a
concentracdo foi ajustada em 10° células/mL (NCCLS, norma M7-A06, 2003).
Tomando-se aproximadamente 10uL desta solucéo, obteve-se um inéculo com uma

concentracdo de aproximadamente 10° células.

4.5 Testes de atividade antimicrobiana



4.5.1 Determinacgdo da concentracao inibitdria minima

A solucdo mae de propolis a 5% teve que ser ajustada para o inicio das
titulacdes de atividade antimicrobiana. Um volume inicial de 100mL dessa solucao foi
filtrada em papel filtro Whatman n°l para retirar particulas insollveis, e entdo
dessecada em placa de Petri a 50°C, por 24 horas, até que seu peso ficasse
constante. Ao produto final, 3.376,8mg de resina desidratada, foi acrescentado uma
solucéo hidroalcodlica de alcool de cereais a 30%, obtendo-se uma solucao final de
33,7mg/mL.

Com o objetivo de se determinar a concentracdo inibitéria minima dessa
solucéo sobre o E. faecalis, foi utilizada a técnica da microdiluicdo. A solugéo foi
diluida serialmente em solucdo hidroalcodlica de alcool de cereais a 30% em
microplacas de poliestireno (KERTELL®, Franca ) com 96 pogos, fundo em U.

Um inéculo de 10* bactérias por poco de E. faecalis preparado em caldo
MH®, foi depositado em toda a série de diluices. Apds 24 horas de incubacédo a 37°
C em camara umida, todos os pocos foram repicados com o auxilio de um replicador
de Steer (Figural) em uma placa de agar sangue (Oxoid®, England) e incubado
novamente por uma noite a 37° C. O end point da titulagdo foi a maior diluicdo de
extrato hidroalcodlico de prépolis que inibiu 99,9% do crescimento do in6culo

padrdo, verificado através da cultura de cada diluicdo em agar sangue(Figura 2).
4.5.2 Teste de atividade antimicrobiana ex vivo

Partindo-se da concentracdo inicial de 33,7mg/mL, para cada diluicao
acrescentou-se a concentracdo anterior 1uL de diluente, e assim, sucessivamente
nos 96 pocgos. Face ao volume médio dos canais radiculares a serem testados e as
caracteristicas morfolégicas da dentina, aumentou-se a concentragdo de bactérias
no desafio para os testes ex vivo em 10° bactérias por canal radicular. A
concentracdo teste de propolis também foi aumentada para 2 a 4 vezes a

concentracéo inibitéria minima obtida previamente.



Figura 1 - Replicador de Steer. A sec¢éo transversal de 3mm, assinalada
pelo circulo corresponde & area que carrega 10* bactérias a
serem semeadas.

Figura 2 — Microplacas de poliestireno com pocos em U e
placas de agar sangue com crescimento bacteriano

Os 50 dentes previamente esterilizados foram fixados com auxilio de céra
utilidade n° 7 no fundo dos pogcos de uma microplaca de poliestireno (KERTELL®,
Franca). Todos os procedimentos foram realizados em cémara de fluxo laminar.
Quarenta e cinco dentes foram divididos em 3 grupos de 15 dentes cada. Todos
receberam um inéculo inicial de 10uL de uma cultura de E. faecalis contendo 10°
células por canal. Os 5 dentes restantes foram utilizados como controle, sendo dois

controles negativos e trés controles positivos. A microplaca, apés o preparo, foi



colocada em um recipiente estéril, em umidade 100%, incubada a 37 °C por 24
horas.
Decorrido esse tempo, todos os canais foram instilados com 20uL das

solucdes, conforme descrito abaixo (Figura 3):

Grupo 1: solugéo de propolis 0,16% (n=15)
Grupo 2: solugéo de propolis 0,08% (n=15)
Grupo 3: Ca(OH), PA + 4gua destilada 10%* (n=15)

Figura 3 — Raizes dentarias apos preparo. Em A — ap6s a colocacdo do inoculo
bacteriano (10° bactérias). Em B, sendo colocadas as solugdes testadas.

Devido a porosidade dos canais, esses in0culos eram rapidamente absorvidos
pela dentina. Apos a adsor¢édo dos antimicrobianos, as aberturas de acesso de cada
raiz foram seladas com bolinhas de algoddo e Coltosol® (Vigodent, Brasil) e
mantidas em estufa a 37°C e umidade relativa de 100%, durante 48 horas (Figura 4).

Ap6s a incubacdo, o Coltosol® e a bolinha de algodéo estéril de cada dente
foram removidos com sonda exploradora e pinga clinica. Em cada dente, foram
instilados aproximadamente 10uL de meio MH® para obter-se uma solugdo de
continuidade.

Com auxilio de uma pinca clinica, foram introduzidos cones de papel
absorventes estéreis (Meta Biomedical®, USA), de nimero 50, no interior dos canais
radiculares e mantidos durante 60 segundos. Os cones de papel de cada canal
foram entdo retirados e incubados a 37°C por 48 horas em meio MH®, para
avaliacao de crescimento bacteriano.
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Figura 4 — Espécimes apo0s colocagéo do inodculo
e das solucdes, vedados com Coltosol®.

O critério definido para essa avaliacao foi a auséncia de turvacdo nos tubos
testes com os cones de papel apés a incubacdo. A auséncia de turvacdo foi
considerada como dente estéril ou resultado negativo e qualquer turvagéo da cultura

foi julgada como sinal de conduto contaminado ou positivo (Figura 5).

1g do p6 de hidréxido de calcio PA acrescido de 10mL de agua destilada estéril, conforme
recomendacéo do fabricante (SSWhlte Brasil).



Figura 5 — Verificacdo da auséncia/presenca
de turvacao nos diferentes grupos

4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software SigmaStat, versao
2.0. Foi aplicado o teste do qui-quadrado para a avaliacdo dos grupos em relacdo ao
crescimento bacteriano. A comparacao entre 0s grupos em relacao as proporcoes de
resultados negativos da cultura foi realizada por meio do teste z. Foi estabelecido o

intervalo de confianca de 95%, com p < 0,05.



5 RESULTADOS

5.1 Concentracéo inibitoria minima

O extrato etandlico de propolis apresentou atividade antibacteriana contra
Enterococcus faecalis. A CIM observada foi de 4,23mg/mL ou 0,04%.

5.2 Estudo ex vivo

Os resultados referentes as freqléncias relativa e absoluta dos canais
radiculares tratados com as diferentes solucbes, em relacdo a inibicdo do
crescimento de Enterococcus faecalis, sdo apresentados na Tabela 1 e ilustrados na
Figura 6. Para essa avaliacdo foram utilizadas solu¢des hidroalcodlicas de prépolis
em concentracfes duas e quatro vezes maior que a CIM, ou seja, 8,46mg/mL e

16,85mg/mL, respectivamente.

Tabela 1 - Frequéncia de canais radiculares contaminados por E. faecalis ap6s o
tratamento com solu¢des hidroalcodlica de propolis e hidroxido de célcio

Solugdes Crescimento Positivo Crescimento Negativo
. o 86,7% 13,3%
0 1 i)
Hidroxido de calcio 10% (n=13) (n=2)
Propolis 0,08% 80,0% 20,0%
(8,46mg/mL) (n=12) (n=3)
Propolis 0,16% 26,7% 73,3%

(16,85mg/mL) (n=4) (n=11)




A andlise estatistica revelou diferenca significativa (teste qui-quadrado,
p<0,001) entre os resultados relativos ao crescimento bacteriano para as diferentes
solucbes. A reducdo bacteriana no grupo da propolis 0,16% foi significantemente
maior quando comparada aos grupos em que foram utilizadas as solugdo de
hidréxido de calcio (teste z, p=0,003) e propolis 0,08% (teste z, p=0,010). Na
comparacao entre os grupos das solucdes de hidréxido de célcio 10% e propolis
0,08%, nao foi constatada diferenca significativa quanto a capacidade de inibicdo do

crescimento de E. faecalis (teste z, p=0,998).
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Figura 6 — Inibicdo de Enterococcus faecalis nos condutos radiculares
tratados pelas diferentes solucdes. *Diferenca significativa
em relacdo ao hidroxido de calcio e prépolis a 0,16% (teste
z, p<0,05).



6 DISCUSSAO

O desenvolvimento das pesquisas microbiologicas possibilitou o
conhecimento de varias espécies de microrganismos que puderam ser
categorizados em virtude de suas particularidades, ocasionando um progresso nas
investigagBes cientificas em relagdo aos medicamentos para o combate dos
mesmos. Porém, o uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos
sintéticos acarretou na selecdo de microrganismos patogénicos mutantes resistentes
a esses compostos. Medidas para minimizar ou resolver esse problema precisam ser
tomadas, como o uso racional de medicamentos, o desenvolvimento de pesquisas
para compreensao dos mecanismos genéticos de resisténcia e a busca por novas
drogas, sejam de origem sintéticas ou naturais.

As drogas de origem natural sdo utilizadas ha muito tempo na prevencgéo e
tratamento de doencas. Na Odontologia, os estudos sobre farmacos de origem
natural ainda encontram-se em estagios iniciais, mas se observa nos ultimos anos, a
intensificacdo dessas investigacdes, haja vista 0 aumento do nimero de publicacdes
em relacdo ao tema.

Dentre as drogas de origem natural, destaca-se a propolis de Apis mellifera,
substancia de onde foram selecionados varios compostos de valor agregado que
apresentam propriedades desejaveis para um farmaco: antimicrobiana, antifingica e
cicatrizante (MATSUNO, 1997; PEREIRA, 2002).

Os processos quimico-fisicos de extracdo da prépolis possibilitaram a
identificacdo de mais de 200 compostos presentes em amostras de diversas regioes
destacando-se &cidos graxos e fendlicos, flavondides, alcaldides, naftaleno, etc.
(GREENAWAY et al.,, 1991; BANKOVA et al., 1995, SALATINO et al., 2005). A
literatura é consensual em dizer que a composicao da prépolis € dependente de sua
origem vegetal, portanto de sua origem geografica, bem como a sua fenologia
hospedeira (MARCUCCI et al.,1996; BANKOVA et al.,1995; KOO e PARK, 1996;
PARK et al., 1997). Assim, a variacdo na quantidade de compostos encontrados em
propolis de diferentes regides poderia acarretar em variados graus de atividade
terapéutica da substancia (PARK et al., 2002, KUMAZAWA et al., 2003, SALATINO
et al., 2005) e a padronizacdo dessas amostras torna-se essencial para a sua efetiva
utilizacao (STEPANOVIC et al., 2003; KOSALEC et al., 2005).



A atividade antimicrobiana da propolis esta relacionada a presenca de fendis
e polifendis, substancias aromaticas das quais derivam as flavonas, flavondides e
flavondis que tém acédo sobre a parede celular das bactérias (COWAN, 1999; KOO
et al. ,2000 ; BANKOVA et al., 2000). Em nosso estudo foi utilizada a propolis verde
nativa de Mato Grosso do Sul. Nao foi realizada analise cromatografica, uma vez
que foi utilizada a mesma propolis avaliada no trabalho de Parma-Neto (2008), a
qual apresentou niveis significativos de flavondides, substancias indicadas como
responsaveis pela acdo antimicrobiana.

As avaliagbes da propolis na Odontologia envolveram microrganismos que
estdo relacionados a cérie dentéria, as doencas gengivais e a manutencao de
doencas endodénticas (ZARATE-PEREIRA, 1999; ZARATE-PEREIRA, 2003; KOO
et al., 2000, DE-CARLI, 2007; REZENDE et al., 2008). Os resultados em relacdo a
essa substancia sdo expressivos, porém, a metodologia e a concentracdo da
substancia foi variavel de um trabalho para o outro, sendo assertiva entre 0os autores
gue o processo de extracdo e o conhecimento dos seus componentes devam ser
estudados para comprovar a sua eficacia terapéutica.

Uma preocupacéo presente no estudo de uma substancia refere-se a possivel
citotoxicidade e alteracdo morfoldégica do tecido dentario. Em relacdo a esse
aspecto, a literatura € incisiva quanto a auséncia de sinais e sintomas indesejaveis
pelo uso da propolis, inclusive em tecido conjuntivo. Os estudos de Geraldini et al.
(2000) e Al-Shaher et al. (2004) demonstraram, respectivamente, a alteracdo da
estrutura dentinaria & medida que as concentracées de EEP aumentaram e a baixa
toxicidade da prépolis sobre as células da polpa e do ligamento periodontal,
conceitos que também contribuiram para a construgdo de nosso estudo. A proposta
foi em trabalhar com concentracdes reduzidas do EEP verde, que atingissem o
objetivo proposto de eliminar o microrganismo testado, levando-se em consideracéo
a possibilidade da continuidade do presente trabalho in vivo, visto que sobre a
dentina, a polpa e o ligamento periodontal, qualquer substancia que ndo seja dotada
da propriedade de biocompatibilidade e baixa toxicidade nédo pode ser usada sobre
esses tecidos.

Assim, tendo em vista os estudos sobre a propolis em diversas areas da
ciéncia odontologica e a escassez de investigagbes na Endodontia, aliada a
comprovada acao antibacteriana dessa substancia e a resisténcia do E. faecalis nas

infeccbes refratarias de origem endodontica, fomos impulsionados a testar a



hip6tese que apresentamos em nosso estudo. Nessas infec¢des, sobressaem-se 0s
microrganismos dessa espécie, pois desenvolveram mecanismos de defesa capazes
de resistir ao arsenal de farmacos comumente utilizados com sucesso na
Endodontia sobre outras espécies de microrganismos (REIT, 1987; LEONARDO,
1999; TRONSTAD et al.,, 1990; SUNDQVIST, 1992; PINHEIRO et al.,, 2003;
ESTRELA, 2004).

Paralelamente a esses estudos, outras pesquisas foram realizadas com o
objetivo de verificar a acdo de substancias antimicrobianas utilizadas em
Endodontia, sejam agentes de irrigacdo ou medicacdo intra-canal, sobre o E.
faecalis. (KOO et al., 2000; EVANS et al., 2002; FERRARI et al., 2005; ESTRELA et
al., 2007; ONCAG et al., 2006; GEIJERSSTAM et al., 2006; COSTA et al., 2008;
AWAWDEH et al., 2008); ndo obstante a metodologia utilizada em cada um deles
tenha sido diferente. O Enterococcus faecalis foi capaz de resistir aos compostos
antimicrobianos como o hipoclorito de sddio, solucdo de clorexidina 2%, agua
ozonizada, a solucdo de hidroxido de calcio e a propolis, quando submetido ao
desafio em diferentes tempos e concentracfes. Em alguns estudos, a propolis
utilizada isoladamente (GOMES et al., 2003; AURICCHIO et al., 2006; ONCAG et al.,
2006; AWAWDEH et al., 2008) ou em associacao a outros farmacos (COSTA et al.,
2008) surtiu resultado esperado com a inibicdo do crescimento dessas células. Cabe
lembrar que a origem da prépolis e sua concentracdo foram variaveis nos estudos
realizados.

Nosso estudo € o primeiro a avaliar a acdo da prépolis sul-mato-grossense
contra essas bactérias. Nessa modalidade de investigacao, o primeiro passo para se
verificar a acdo antibacteriana é a determinagédo da Concentracéo Inibitéria Minima —
CIM. O método escolhido para a determinacéo da CIM foi o da microdiluigéo, pois &
0 mais empregado para esse tipo de estudo (AL-SHAHER, 2004; SAWAYA et al.,
2004; ESTRELA, 2004; PARMA-NETO, 2008; AWAWDEH et al., 2008).

Sendo a prépolis uma substancia gomosa, ela requer diluicdo numa solucéo
onde 0s seus componentes possam encontrar-se livres para promoverem a sua
acao antibacteriana, antitumoral ou antioxidante. Assim, a literatura recomenda a
diluicdo em etanol, como demonstraram estudos realizados anteriormente por Koo et
al. (2000), Stepanovic et al. (2003), Sawaya et al. (2004) e Kosalec et al. (2005).
Outros diluentes tém sido utilizados, como o0 DMSO (KOO et al., 2005) e o alcool de
cereais (PARMA-NETO, 2008). A fim de manter a fidelidade de Parma-Neto em



2008, uma vez que utilizamos a mesma propolis, a partir da solugado-méae obtida no
Laboratorio de Quimica da UFMS, realizamos as diluicdes seguintes com &lcool de
cereais, no Laboratoério de Microbiologia da mesma instituicéo.

A diluicdo em alcool é necessaria para liberacdo da sua parte apolar, pois na
parte polar encontram-se os fendis e polifendis, onde estao incluidos os flavonoides.
Dependendo da quantidade de diluicdo, os EEP podem apresentar concentracdes
variadas (MARCUCCI, 1996; MARCUCCI et al., 1996, GREENAWAY et al., 1991). A
diluicdo das solu¢Bes visa obter a menor quantidade possivel de alcool, de forma a
nao lesar e manter a saude do tecido onde essa substancia sera aplicada in vivo. Foi
um dos objetivos desse estudo obter valores minimos de diluicdo da prépolis que
pudessem ser eficazes no papel antimicrobiano contra o E. faecalis (ATCC 29212).
Os resultados revelaram o valor da CIM de 0,04%.

Uma vez verificada a a¢do antimicrobiana in vitro, continuamos a investigacao
com o teste ex vivo. Os dentes extraidos foram submetidos ao preparo dos canais
radiculares para remocao dos restos de tecido pulpar e promover a sua limpeza e
modelagem, simulando todas as etapas protocolares de um tratamento endoddntico
(ONCAG et al., 2006; ESTRELA et al., 2007; LOVE, 2007). Apds os preparos dos
espécimes, a cepa de E. faecalis (ATCC 29212) foi repicada conforme as normas
para testes de sensibilidade antimicrobiana (NCCLS, 2003 norma M7-A06). Nos
estudos in vitro e ex vivo com E. faecalis, tém sido utilizadas células bacterianas
catalogadas ou coletadas diretamente dos canais radiculares e colocadas para
crescer em meio seletivo (MOLANDER et al., 1998; TRABULSI e ALTERTHUM,
2005; LOVE, 2001; EVANS et al.,, 2002; GOMES et al., 2003; ESTRELA, 2004;
FERRARI et al., 2005; CHIVATXANRANUKUL et al., 2008). No que se refere ao
estudo de antimicrobianos em Odontologia, observou-se nos trabalhos referidos que
a concentracdo de células bacterianas é variavel, sendo ajustadas na escala
MacFarland (LOVE, 2001; EVANS et al., 2002; GOMES et al., 2003; KAYAOGLU et
al., 2005). Os espécimes utilizados foram dentes pré-molares unirradiculares,
padronizados num comprimento de 16mm e instrumentados até a lima de diametro
50, o que permitiu o preenchimento do conduto com um volume de 10uL que
continha a concentracdo de 10° células bacterianas.

A fim de se ter parametros relacionados, optamos em comparar a possivel

acado ex vivo da propolis com uma das substancias indicadas no tratamento de



infeccOes refratarias, o hidroxido de célcio, conforme relataram Evans et al., 2002;
Gomes et al., 2003; Oncag et al., 2006; Costa et al., 2008; Awawdeh et al., 2008.

Na fase ex vivo, foram utilizadas concentracdes duas e quatro vezes maiores
que a CIM, visto que no processo de obtencdo desta, a quantidade de células
bacterianas (10%) por poco foi cem vezes menor e essa concentracdo foi ajustada
em virtude da anatomia dos canais radiculares testados. A concentracdo na fase ex
vivo foi aumentada devido as caracteristicas estruturais da dentina e a possibilidade
de ndo ocorrer contato direto entre as bactérias e a solucéo. Estudo de solucdes em
experimentos in vivo e ex vivo, em concentracdes superiores a CIM, é procedimento
metodoldgico respaldado pela literatura em trabalhos semelhantes (ZARATE-
PEREIRA, 1999; ZARATE-PEREIRA, 2003, DE-CARLI, 2007).

Os estudos realizados com farmacos in vitro, quer sejam com solugfes para
irrigacéo dos canais radiculares, quer sejam como medicagéao intra-canal, utilizam de
metodologia — halo de inibicdo, auséncia/presenca de turvacdo com tempos
experimentais varidveis de minutos até dias, conforme descreveram Stepanovic et
al., 2003; Al-Shaher et al., 2004 ; Auricchio et al. ,2006; Oncag et al., 2006; Costa et
al., 2008, Awawdeh et al., 2008. Por esse motivo o presente estudo, limitou-se a
escolher o tempo experimental de 48 horas. Cabe salientar que estudos recentes
avaliaram o Ca(OH), também no tempo experimental de 48 horas (GOMES et al.,
2003; ONCAG et al., 2006; ESTRELA et al., 2007); além disso a prépolis € eficaz
como antimicrobiano nas primeiras 24 a 48 horas de sua utilizacdo ( ZARATE-
PEREIRA, 1999; ZARATE-PEREIRA, 2003; DE-CARLI, 2007).

As solucbes de propolis a 0,08% e Ca(OH), 10% nao foram capazes de
inviabilizar o crescimento de E. faecalis no interior dos condutos radiculares. Porém,
na concentracdo de 0,16%, a solugdo de propolis inibiu significantemente o
crescimento bacteriano, quando comparada a concentracdo de 0,08% (p=0,010) e
Ca(OH), 10% (p=0,003) . Nessa concentracdo, que apresenta quatro vezes o valor
da CIM, houve auséncia de crescimento em 73,3% dos condutos radiculares,
reducdo superior as solu¢des de propolis 0,08% e Ca(OH), 10%, que inibiram o
crescimento em 20,0% e ,13,3% dos condutos radiculares, respectivamente. Os
resultados obtidos s&o satisfatorios quando comparados aos apresentados por
Oncag et al, em 2006, que conseguiu inibir o crescimento do E. faecalis com EEP a

10%, utilizando a mesma técnica de dilui¢ao.



Embora seja uma medicagdo de demora utilizada com sucesso no
controle microbiano em Endodontia, o hidroxido de célcio 10% né&o foi capaz de
promover a inibicdo do crescimento das células bacterianas, quando comparado as
duas solucdes hidroalcodlicas de propolis. Atribuimos a inibicdo do crescimento das
células pela propolis de Apis mellifera nas concentracdes descritas, a presenca de
fendis e polifendis, pois a origem dessa matéria-prima € a mesma daquela utilizada
nos trabalhos de De-Carli (2007) e Parma-Neto (2008), sendo elencado por esse
altimo autor, através da CLAE, a presenca desses compostos relacionados a
atividade antimicrobiana.

Interessante notar que na concentracdo de 0,08%, duas vezes superior a
CIM, a inibicdo do crescimento bacteriano ndo foi significativo. Entretanto, devemos
considerar que no experimento in vitro, ha contato direto da bactéria com a propolis.
No interior dos condutos radiculares, a estrutura dentinaria pode interferir nesse
contato, além dos componentes da dentina, como calcio, fosfato, colageno, que de
certa forma, podem ter interferido na acdo da propolis sobre as bactérias, nessa
concentracao.

O mecanismo de resisténcia e susceptibilidade do E. faecalis ainda é
instrumento de investigagdo, embora alguns conceitos estejam estabelecidos. Nosso
trabalho contribui, nesse sentido, com a possibilidade de uso de mais uma
substancia no tratamento das infec¢des refratarias de origem endodéntica, com
envolvimento dessa bactéria. A vantagem do emprego da propolis integra o fato de
se tratar de uma substancia natural, com efetiva comprovagao antibacteriana e
biocompativel. Colabora também esse experimento em instigar futuros estudos in
Vivo que possam possibilitar a efetivacdo do uso da propolis de Apis mellifera no
ambito clinico, neste caso, no tratamento das infec¢des refratarias de origem

endodontica.



7 CONCLUSOES

De acordo com as analises dos resultados deste estudo experimental, pode-

se concluir:

a) A prépolis de Apis mellifera, do tipo verde, oriunda do estado de Mato Grosso do
Sul, apresenta acdo antibacteriana contra Enterococcus faecalis, em ambiente in
Vitro;

b) Na concentracdo quatro vezes superior a concentracdo inibitdria minima, a
propolis foi significantemente superior ao hidroxido de calcio quanto a
capacidade de inibir o crescimento de Enterococcus faecalis no interior de

condutos radiculares.
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ANEXO 1

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS /CEP/ UFMS

Cl N° 031/2007
Data: 31/07/2007

Do(a): Comité de Etica em Pesquisa/CEP/UFMS

Para: Andréia Carla Franchini Melani
)07 intitulado: “Utilizagdo da propolis de Apis mellifera em diversas

Ref.: Projeto n° 992/

concentragdes sobre Enterococcus faecallis: estudo in vitro”

Prezada Pesquisadora,

Estamos encaminhando a V.Exa. documentos que fazem parte do
Protocolo de Pesquisa supra citados sob sua responsabilidade foi Aprovado, com a

seguinte recomendacio:
1) Anexar cronograma e or¢gamento;

2) Informar o telefone do Comité de Etica/CEP (067) 3345-7187 no
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido/TCLE.

Atenciosamente,

Fundacédo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul



Universidacje Federal de Mato Grosso do Sul
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

l
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ANEXO 3

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Campo Grande, 12 de fevereiro de 2007.
Prezado(a) Senhor(a):

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que serd realizada pela
mestranda Andréa Carla Franchini Melani, cirurgid-dentista, aluna do Curso de Pds-
graduacdo do Programa de Mestrado em Salude e Desenvolvimento da Regido Centro-
Oeste; Area de concentracdo: Tecnologia e Saude; Linha de Pesquisa: biomateriais —
estudo de biocompatibilidade e aplicacdes cujo titulo € a Utilizagcdo da Propolis de Apis
mellifera em diversas concentracds sobre Enterococcus faecallis: estudo in vitro
(projeto 922/2007).

Objetivo: o objetivo desta pesquisa é propor, a partir deste ensaio laboratorial, estudos
indicativos do uso da prépolis como medicacao intra-canal de demora no tratamento das
infecgBes refratarias de origem endodéntica.

Justificativa: através deste estudo, ampliar-se-do as avalia¢gdes antibacterianas da propolis
de Apis mellifera, visto ndo haver na literatura, avaliacdes especificas contra E. faecallis,
principal microrganismo identificado nas infecgfes refratarias de origem endodoéntica e com
a confirmacao dessa hipétese, abre-se a possibilidade da utilizacdo da prépolis como uma
medicacdo intra-canal, capaz de inviabilizar o crescimento de um microrganismo
responsavel pela manutencéo de infeccdo nos canais radiculares.

Para a realizacdo do presente estudo serd necessaria a utilizacdo de dentes naturais
extraidos, os quais apés o termino do estudo serdo descartados através de processo de
inicineracdo. O dente é um 6rgao do corpo humano e, como tal, esta submetido a Lei de
Transplantes Brasileira 9 lei 9434 de 04/02/1997), a qual prevé pena de 3 a 8 anos de
reclusao e multa para quem remover, post-mortem, 6érgaos, tecidos e partes do corpo
humano de pessoas nao identificadas. O Cédigo Penal também prevé pena de 1 a 3 anos
de recluséo para aqueles que violarem sepultura ( Arttigo 210) e o Conselho Nacional de
Salde exige os termos de consentimento livre e esclarecido dos sujeitos como forma de
“respeito a dignidade humana”, bem como a exigéncia de que qualquer material humano
utilizado em pesquisa seja doado e tenha a sua procedéncia devidamente identificada (
resolucéo 196 de 10/10/1996).

Assim, este documento tem por objetivo, solicitar a V. Sa a doacao de possiveis dentes (pré-
molares inferiores) que sejam indicados para extracdo, conforme planejamento do seu
Ortodontista, salientando-se que o nome do doador ser4d mantido sob sigilo, e que n&o
havera nenhum bénus ou 6nus para o doador.

Vale enfatizar que todos aqueles que concordarem em participar desse trabalho, assinardo
autorizacdo ( em anexo ) e que, a sua participacdo é decorrente de sua livre decisédo apos
receber todas as informagBes que julgar necessarias. Caso ndo queira participar, o seu
tratamento ndo sofrerd nenhum prejuizo.

Para informacgdes adicionais, o senhor(a) podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel pelo fone ( 67) 33261497 ou email ( andreamelani@uol.com.br) ou com o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul(CEP/UFMS —
67 — 33457187). Esperando contar com seu apoio, desde ja agradecemos.

Andréa Carla Franchini Melani
CRO/MS 3044


mailto:andreamelani@uol.com.br

Autorizagéo:

Apos ter sido informado sobre a pesquisa intitulada: Utilizacdo da Propolis de Apis
mellifera em diversas concentracds sobre Enterococcus faecallis: estudo in vitro
(projeto 922/2007), autorizo a doacdo dos dentes indicados para extragcdo, para que
sejam utilizados pela pesquisadora para fins desta pesquisa.

Nome por extenso do doador assinatura
RG:

Nome por extenso do responsavel, assinatura

caso o doador seja menor de idade RG:

Data:
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