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RESUMO

A doenca periodontal (DP) esta intimamente assactadn a formagédo de biofilme dental,
podendo progredir para formacdo de uma bolsa pariad A propolis tem sido utilizada
como produto medicinal desde 300 a.C., e apreseoitao caracteristicas: atividades
anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatoriatinaicrobiana e antifungica. A atividade
antimicrobiana da prépolis frente aos periodontageos ja foi investigada através de testes
in vitro e in vivo, principalmente através de extratos etanolicospr&ente trabalho teve
como objetivo avaliar histologicamente a respostaDé inflamatéria induzida no tecido
periodontal de ratos apés a utilizacdo de suspsrafieosas de propolis (SAP) a 0,1%, 1% e
10%, para irrigacdo subgengival. Foram utilizadds r8tos wistar Rattus novergicus),
pesando entre 210 e 290g, com oito semanas de, idetiebuidos nos seguintes grupos
experimentais: grupo | (n=14, SAP a 0,1%), gruptnil4, SAP a 1%), grupo IIl (n=14,
SAP a 10%), grupo IV (n=14, Solucédo de Tween 806 Hrupo V (controle positivo, n=14,
com DP induzida e sem tratamento), grupo VIl (n=ddtexidina a 2%) e grupo VI (n=84,
controle negativo, dentes contralaterais néo irtthsze ndo tratados nos animais dos grupos |,
I, 111, IV, V e VII). A DP inflamatdria foi induzda através da técnica da ligadura com fios de
algodao durante um periodo de 15 dias na cervizal®dmolar inferior esquerdo. Apos a
remocao do fio a bolsa periodontal foi irrigadaexes (1°, 4° e 7° dias) com as Solugdes
testes e o sacrificio foi realizado com 15 e 38 djgos o tratamento. Foi realizado teste exato
de Fisher (p-valor 0,05). Analisando comparativaimes resultados pode-se sugerir que a
SAP foi eficiente considerando principalmente gosta inflamatoria em curto prazo (15
dias) e na concentracdo de 0,1%, associada a peesenfibras gengivais densas, vasos
sanguineos sem congestdo, auséncia de reabsomjtiasat e perdas Osseas, podendo ser
uma alternativa de tratamento da DP necessitandestielos futuros para demonstrar a
viabilidade biologica na utilizagdo como coadjueana terapéutica periodontal.

Palavras chave: Propolis, Irrigacdo Subgengival, Bsa Periodontal, Periodontite, ratos.
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ABSTRACT

The Periodontal disease (DP) is very strongly aaseat with the dental biofilm and may
evolve the formation of a periodontal pocket. Thepplis has been used as a medicinal
product since 300 b.C, and has the following charatics: anti-cancer activities,
antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, arahtifungal. The propolis antimicrobial
activity in face of periodontalpatogens has beewmstigated thougm vitro andin vivo tests,
mainly with the etanolic extracts. The followingpes had as an objective evaluate the
histological response of the inflammatory DP indlioa the rats periodontal tissue after the
use of a watery suspension of propolis (SAP), a8d),1%, and 10%, for subgingival
irrigation. Was used 84 wistar raRRgttus novergicysweighting between 210 and 290g with
eight weeks old. They were distributed in the failog experimental groups: group | (n= 14,
SAP at 0,1%), group Il (n=14, SAP at 1%), group(ihi+14, SAP at 10%), group IV (n=14,
Tween's solution 80 at 5%), group V (positive cohtn=14, with induced DP and without
treatment), group VII (n=14, chlorhexidine at 2% dagroup VI (n=84, negative control, not
induced contralateral teeth and not treated on asimwf groups I, II, lll, IV, V e VII). The
inflammatory DP was induced with the technique thsés the ligation with cotton yarn
during a period of 15 days on the cervical of tingt feft inferior molar. After the removal of
the yarn the periodontal pocket was irrigated 3einflst, 4th and 7th days) with the tests
solution and the sacrifice was done on th8 a8d 3@ day after treatment. Was done the test
exact of Fisher (p-value 0,05). Analyzing compaedii the results you may suggest that the
propolis suspension on the concentration of 0,1%figient considering the short term
inflammatory response (15 days), associated tqthsence of dense gingival fibers, blood
vessels without congestion, no dental reabsor@r@hbone loss. There for may be used as an
alternative treatment for the periodontal diseas®ding further studies to demonstrate the
biological viability on the use as supporting oa gleriodontal therapeutic.

Key words: Propolis, Subgingival irrigation, periodontal pocket, periodontitis, rats.
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INTRODUCAO

A doenca periodontal esta associada a infeccOedunigias e com a formacao de
biofilme dental nas superficies radiculares. Fat@@mo a patogenicidade e a especificidade
bacterianas e predisposicdo do individuo para mstaif a doenca, como por exemplo,
resisténcias locais e sistémicas podem influemziastabelecimento, na taxa de progressao e
nas caracteristicas clinicas das desordens deagacciadas ao biofilme (LINDHE et al.,
2005).

Nesse contexto a bolsa periodontal se caractemzas@r um sulco aprofundado
patologicamente entre a gengiva e o0 dente, podeacaatracdo da gengiva marginal e o
desenvolvimento de um ambiente ideal para o crestonde bactérias anaerdbias e outros
microrganismos responsaveis pela doenca na supedficraiz do dente e na camada mais
externa do cemento (CARRANZA et al., 2004).

A prépolis € uma substancia resinosa, coletadasfttemada pelas abelhasis
Mellifera, utilizada nas colmeias como selante e vedanteedetacdo, o clima e outros
fatores ambientais influem nas caracteristicas mposicdo da préopolis de cada regiao
(PARK et al., 1995, 1997).

Ha referéncias historicas que a propolis tem siilzada como produto medicinal
desde 300 a.C., sendo que no Antigo Egito foi usaml@rocesso de embalsamento das
mumias e na Grécia foi utilizada na forma de ungu€MARCUCCI et al., 2001). Estudos
demonstraram que a propolis € composta de mai8@érézentas) substancias, entre estas as
mais importantes sdo os flavonoides e seus conmgpdstlicos. Tendo a prépolis as
seguintes propriedades: atividades anticancerigariaxidante, anti-inflamatéria, antibiética
e antifangica (BANSKOTA et al., 2001; BURDOCK, 1998ARCUCCI, 1995).

Especificamente quanto a acdo anti-inflamatéridfiseu-se que a prépolis € um
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potencial anti-inflamatorio que atua em estagiosdag e cronicos. Algumas substancias
encontradas contribuem para a supressdo da sihgepeostaglandinas e leucotrienos por
macrofagos (RAMOS; MIRANDA, 2007Entre os flavondides encontrados na propolis, a
galangina apresenta atividade inibitoria contrackbaxigenase (COX) e lipooxigenase e o

acido fenil éster caféico (CAPE) inibi a liberagioacido araquidénico da membrana celular,
suprimindo as atividades das enzimas COX-1 e CQBERRELLI et al., 2002).

A acao antimicrobiana da propolis foi confirmada pstudosn vitro, inclusive com
acao antifungica, agindo sobre as bactérias doogBrpm positivo com maior eficacia, muito
embora os efeitos sejam satisfatérios também smlgieipo Gram negativo. Destacando-se
que a acao antimicrobiana esta diretamente relagéoaos niveis de compostos fendlicos e
flavonoides existentes em sua composicdo (GONZAEE®I., 2006; LONGHINI et al.,
2007; OTA et al., 2001).

Na odontologia a aplicacdo da prépolis tem sidcetobjde estudo nas diversas
especialidades por sua agéo terapéutica, anestésigaizante e como antisséptico bucal, e
na periodontia sua aplicacdo abrange a agao atissé anti-inflamatoria.

Deste modo, estudas vivo com irrigacdo de extrato etandlico de propolisholsa
periodontal mostraram sua eficacia na diminuicatotkd de bactérias viaveis e dos niveis de
P. Gingivalis. A propor¢do de sitios com presenca detectaveludgos diminuiu com o
tratamento com extrato de propolis, ndo levandelécdo de organismos oportunistas tais
como Estafilococos coagulase positiva Pseudomonas spOcorrendo também uma
diminuicdo da profundidade de sondagem apols sesesndo procedimento de irrigacdo
(GEBARA et al., 2001).

As propriedades antimicrobianas e anti-inflamagdeaua eficacia jA comprovada em
relacdo aos periodontopatdogenos sugerem que zagéb de suspensdo aquosa de propolis

para fins de irrigacdo subgengival pode contribcemo coadjuvante no tratamento
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periodontal propiciando a diminuicdo da colonizabaoteriana subgengival e a reducdo do
processo inflamatorio da doenca periodontal, assgsta pesquisa se faz importante e
oportuna. Além disso, proporcionard a comprovacaoeficacia de uma suspensao que
contém principios ativos com propriedades biolGgieaundos da biodiversidade amazoénica

e a possivel viabilidade de sua introducéo na dmgia.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 A doenca periodontal

A doenca periodontal é caracterizada por infecgiEstunistas associadas com a
formacdo de biofilme bacteriano sobre as supesfictentarias. Fatores como a
patogenicidade e a especificidade bacterianas,coemo fatores relacionados a predisposicéo
do individuo para manifestacdo da doenca, como gemesisténcias locais e sistémicas
podem influenciar o estabelecimento, a taxa derpssg@o e as caracteristicas clinicas das
desordens dentais associadas ao biofiime (LINDHiE €2005).

A bolsa periodontal € um sulco aprofundado patobigente entre a gengiva e o
dente, que pode causar a retracdo da gengiva rabegm desenvolvimento de um ambiente
ideal para o crescimento na superficie da raizesdede na camada mais externa do cemento
de bactérias anaerdbias e outros microrganismpensaveis pela doenca. Classificam-se em
bolsas gengivais (pseudobolsas) quando ocorre spgnaaumento gengival, e em bolsas
periodontais quando ocorre destruicdo dos tecidosugorte. As bolsas periodontais podem
ainda ser de dois tipos: supra-0ssea (quando @ fdadolsa € coronario ao osso alveolar de
suporte) e infra-0ssea (quando o fundo da bolsnsentra apical ao nivel do osso alveolar
adjacente e a parede lateral da bolsa e se enemtitesa superficie dentaria e o 0sso alveolar)
(CARRANZA et al., 2004)

Os principais sinais da periodontite sdo a pemlandercdo e a formacao de bolsa.
Entre as caracteristicas histopatoldgicas da bgleaodontal destaca-se: vilosidades
irregulares junto ao tecido conjuntivo, para o ladobolsa, recobrindo as papilas de tecido
conjuntivo, areas de epitélio muito delgado e pdémuénte ulcerado, na regido apical o

epitélio da bolsa se transforma em um curto epitglncional, migracdo de granul6citos
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neutroéfilos polimorfonucleares através do epitéléobolsa, complexo da lamina basal junto
do tecido conjuntivo parcialmente lesado, grandirado inflamatério, perda de colageno
no tecido conjuntivo subepitelial, reabsorcao dmee areas mais profundas da medula 0ssea
transformadas em tecido conjuntivo fibroso (RATETFBAK et al., 2006).

O epitélio juncional dental € um tecido que naespo a barreira de permeabilidade
superficial, constituindo uma via pela qual toxirestigenos e enzimas derivados de biofilme
bacteriano, que se formam na superficie dentakempgaenetrar e atingir o tecido conjuntivo
subepitelial. Isto inicia um ciclo inflamatério e thjurias teciduais, que facilitam a entrada de
irritantes pelo sulco dental e exacerbam os deBR&JSCHI et al., 2006).

Assim, o tratamento periodontal tem por objetivouma do tecido inflamado, a

reducdo do numero de bactérias patogénicas e maido da bolsa.

1.2 Doenca periodontal inflamatéria experimental

Diferentes metodologias animais podem ser utifizgohra se avaliar a patogénese em
relagdo a doenca periodontal inflamatoéria e, cemaitlo ainda, que a anatomia da juncéo
dentogengival da regido de molares de ratos € maittelhante as descritas no homem, esta
ferramenta € muito Gtil para estudos em perioddht&TGARTEN, 1975).

A doenca periodontal pode ser induzida através ndanipulacdo dietética
(ROBINSON et al., 1991), ou pela inoculacdo dequtmtopatégenos ou de seus produtos
(FIEHN, et al., 1992), ou mesmo pela colocacaogiuras no primeiro molar superior ou
inferior propiciando a formacdo e a manutencéo idéile na regido (GYORFI, et al.,
1994).

Na doenga periodontal experimental induzida enostabs achados clinicos de

sangramento gengival sob sondagem suave, assim osmachados microscopicos de
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alteracbes graduais no epitélio juncional comoran&gao de cristas epiteliais e migracao
apical, e ainda no tecido conjuntivo a presencafilerado inflamatério contendo linfocitos
T e B, macrofagos e PMNs neutroéfilos, bem comordegsto de fibras colagenas e atividade
osteoclastica, sdo caracteristicas semelhantesiea®aprrem no homem (IRVING, et al.,
1978).

Rodini (2005) caracterizou o modelo experimengatidenca periodontal inflamatéria
induzida por ligadura em ratos, com énfase naagédi clinica e microscopica, bem como no
estudo quantitativo dos mastocitos e da presenBiNdemensageiro codificador das enzimas
oxido nitrico sintase induzivel e metaloproteinase® -9. Para isso induziu a doenca em
diferentes periodos experimentais (1, 3, 7, 14, 48B,e 56 dias) e avaliou a evolucao
microscopica por meio das coloracfes de hemataxdosina e azul de toluidina.

Muitos estudos procuram avaliar o desenvolvimertaa@kenca periodontal através do
modelo experimental da inducdo da doenca mediactéoaacao do fio em molares de ratos,
podendo a administracdo das substancias testeseioconcomitante a inducdo da doenca.
Em outros casos alteracbes sistémicas podem seogadas antes mesmo da inducéo da
doenca periodontal inflamatéria, a exemplo do dide Os estudos sédo focados
principalmente na verificacdo do nivel de perdaassrelacionam os melhores resultados aos
grupos experimentais com menor perda 0ssea. Difaiada na metodologia de avaliagdo
utilizada, seja pelo uso de radiografias (SCHMIPDOQ5), morfometria (CAVAGNI et al.,
2005; GALVAO et al., 2003; TOKER et al., 2008) datbmetria (FERNANDES et al., 2007;

GONGCALVES et al.,2003; GURGEL, 2003).
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1.3 Prépolis

A propolis consiste em uma substancia resinosaadae transformada e utilizada
pelas abelhas com o propdsito de selar orificieseutes nas colmeias, vedando a parede
interna da mesma e protegendo-a contra a entraifrdgos. Segundo relatos da literatura, a
propolis tem sido utilizada como produto medicidasde 300 a.C. (GHISALBERTI, 1979)
apresentando como caracteristicas: atividade acgciena, antioxidante, anti-inflamatoria,
antibiotica e antifangica (BANSKOTA et al., 2001JBRDOCK, 1998; MARCUCCI, 1995).

Os sacerdotes do antigo Egito utilizavam a proppeéisa embalsamar os mortos e
posteriormente 0s gregos passaram a utiliza-leomaaf de unguento e, por conseguinte, a
eles se deve a etimologia da palayma, que significa “em defesa de"épolis “cidade”, ou
seja, “em defesa da cidade” (ou colmeia). Na canaepropolis tem a funcdo de evitar a
entrada de corrente de ar ou frio, embalsamar daveses dos inimigos que entram no
interior da colmeia evitando sua decomposicéo, raemer o interior (atuando como agente
desinfetante) e os favos de crias antes que aaralehove, para obter assepsia dos ninhos,
protegendo-os contra bactérias e virus (ANDREA.e2@05).

Aristételes, em seu livro denominado “Catalogo Aalimregistrou a prépolis como
medicamento para tratar abscessos e feridas, auusdigzada na prevencao de infecgdes. As
abelhas operérias da espééipis melliferaremovem a propolis dos brotos e secrecdes
resinosas presentes nas arvores. Através de suadibmlas e de suas patas, realizam a
mistura dessas secrecdes com a cera por eladzsidést As glandulas mandibulares das
operarias secretam o acido 10-hidroxidecendico, éste que possibilita o acabamento da

propolis (ASIS, 1988; GHISALBERTI, 1979; NIKOLAE\1,978).
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1.3.1 Composicéao da prépolis

A prépolis apresenta aroma caracteristico, corando entre amarelada, esverdeada
clara ao pardo escuro e consisténcia também varigeendendo da sua origem botanica.
Coletada pelas abelhApis melliferaem diferentes pontos das plantas: broto, botoesigl e
exsudatos resinosos, sendo transportadas até eaiapbnde sao acionadas e modificadas em
sua composicao, através de secrecdes propriaddlms, como cera e secrecdes salivares
essenciais ou, ainda, sendo resultante do prockssbgestdo do pdolen (GHISALBERTI,
1979).

Alguns componentes estdo presentes dastas amostras, enquanto outros ocorrem
somente em prépolis colhidas de espécies partesulale plantas. Mais de trezentas
substancias foram identificadas, com predominadeaflavonoides (flavonas, flavonais,
flavanonas) das quais se destacam: galanginaayrigictocrisina, pinocembrina, campferol e
guercetina, bem como os aldeidos aromaticos (man#i isovanilina), cumarinas, acidos
fendlicos (acido caféico, ferulico, cindmico e cuitd), acidos organicos (acido benzoico) e
alguns oligoelementos, tais como: aluminio, vanadesro, célcio, silicio, manganés,
estroncio, e vitaminas B1, B2, B6, e C (BANKOVAabt 1998, 2000; MARCUCCI, 2001).

Os efeitos terapéuticos da propolis tém sido dtlitmi aos diversos compostos
fendlicos que compbem a mesma. Destes, os flavesopbdem ser considerados os
principais compostos, encontrando-se ainda, algoitos fendlicos e seus ésteres, aldeidos
fendlicos e seus ésteres, alcoois e cetonas (BANKENAI., 1983, 1992).

Fatores como a ecologia vegetal da regido ondépmlis foi coletada e, até mesmo, a
variabilidade genética das rainhas, também inflia@mera composi¢cdo quimica da proépolis.
Segundo a CONAPIS (6rgédo de informacdo da CONAMsE&ho Nacional de Apicultura

Ltda.), a propolis ideal € aquela produzida emdegionde exista o minimo possivel de
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poluicdo ambiental, longe dos centros urbanos Elkécas que emitam poluentes (PARK,
1995; PARK et al., 1997).

Segundo Ghisalberti (1979), de modo geral a prépdlcomposta por 50-60% de
resinas e balsamos, 30-40% de ceras, 5-10% de @dseaciais, 5% de graos de podlen, além
de microelementos como aluminio, calcio, estron&oro, cobre, manganés e pequenas
quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E.

Nas regifes da Europa, América do Norte e oestdsiln 0 exsudato do bot&o do
alamo Papulussp) constitui a fonte dominante da propolis (MARKHABt al., 1996;
WOLLENWEBER; BUCHMANN, 1997).

Daugsch et al. (2008) estudaram a propolis vermekiza origem botanica atraves de
amostras coletadas nos manguezais dos estadosaibaP&ernambuco, Alagoas, Sergipe e
Bahia. As abelhas foram observadas coletando etasudesinoso vermelho dealbergia
ecastophyllun{familia Leguminosae-Papilionatdgara producdo de propolis. Utilizaram os
métodos cromatograficos CLAE-FR e CCDAE-FR pardisaraos flavonoides da prépolis e
da resina vermelha. Concluiram que a origem baéadia propolis vermelha é B.
ecastophyllume que quando é coletada exclusivamente desta pdgmésentam atividade
antimicrobiana maior que a misturada a outras atarilas areas ondeDa ecastophyllung
rara ou n&o estar presente, as abelhas coletaotrds plantas.

Park et al. (2002) avaliaram a prépgisduzida no sul do Brasil, Argentina e
Uruguai em busca de evidéncias fitoquimicas deosigeem vegetal por meio de técnicas
cromatograficas. Relataram que a composicao dalsdtepende da época, vegetacdo e area
da coleta. Apés os resultados obtidos por CCDAEERAE-FR e CG-EM, as prépolis do
Sul do Brasil foram classificadas e com base n&eeias fitoquimicasPapulus albafoi
identificada como a principal fonte da prépolissiib do Brasil, Argentina e Uruguai.

Alencar et al. (2005) realizaram analises fitoqoamide prépolis produzidas através
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deBaccharis dracunculiofligalecrim-do-campo) por abelhApis melliferaafricanizadas nos
estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Os autoegaregh a presenca de alta proporcdo de
artepilin C e outros derivados do acido cinamicomase nas evidéncias fitoquimicBs,
dracunculifolia foi identificada como a principal fonte vegetakdadpolis produzidas nos
estados de S&o Paulo e Minas Gerais.

Ishida (2006) avalioun vitro a atividade antibacteriana de extratos etandlams
propolis coletadas em apiarios do estado do Amazodaalises como reacdes de
identificacdo para hidroxidos fendlicos, espectafwetria U.V., espectrofotometria
infravermelho, cromatografia gasosa acoplado a ctgpeetro de massa (CG/EM) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) aior realizadas e o0s resultados
demonstraram a presenca de compostos fendlicado spre as caracteristicas dos espectros
de absorcdo das amostras estudadas na analisespeantrefotdmetro U.V. foram similares,
correspondente a benzenos substituidos, ou segabdéancias aromaticas do tipo compostos

fendlicos, sendo uns dos principais compostos dondade bioldgica.

1.3.2 Propriedades bioldgicas da prépolis

A propolis possui diversas propriedades terapé&ijticamo antimicrobiana, anti-
inflamatoria, cicatrizante, anestésica, anticamigg antifingica, antiprotozoaria e antiviral.
Algumas outras propriedades biolégicas e farmadmddgtem sido investigados, como por
exemplo a inibicho da reabsorsdo Ossea e regenerdgapolpa dental. Também,
investigacdes de componentes isolados, como wanfédes, tem crescido. Esses compostos
sdo biologicamente mais ativos e sdo responsawds @cdo espasmaodica (quercetin,
kaempferol e pectolinarigenin), anti-inflamatoériacdcetin) e atividades antiulcerativas

(apigenin) (RAMOS; MIRANDA, 2007).
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1.3.2.1 A¢ao anti-inflamatoria

A propolis é um antinflamatério de baixo custo atl@m nos estagios agudos e
cronicos, cujas propriedades sdo usualmente apfcpdra inflamacdes musculares e nas
articulacbes, bem como para outros tipos de inft@®s, infeccbes, reumatismos e torcoes.
Estudos em ratos e coelhos tem mostrado que sslugdroalcodlicas de propolis possuem
atividade anti-inflamatoria, seja pela administcag¢épica, injetavel ou mesmo uso oral.
Algumas substancias anti-inflamatorias encontragaspropolis ja foram isoladas. Essas
substancias sdo o acido cafeico, quercetin, naringe acido cafeico fenetil éster. Estes
componentes contribuem para a supressao da silgegmstaglandinas e leucotrienos por
macrofagos e tem efeito inibitdrio na atividade daloperoxidases, NADPH-oxidase,
ornitina decarboxilase e tyrosine-proteina-kinafambém se atribue a atividade anti-
inflamatdria da prépolis a outros componentes,uindo acido salicilico, apigenin, acido
ferulico e galangina (RAMOS; MIRANDA, 2007).

Entre os flavonoides encontrados na prépolis,\adatile anti-inflamatéria observada
parece ser devida principalmente a galangina, quesenta atividade inibitoria contra a
ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase. Tem sidotagla também que o acido fenil éster
caféico (CAPE), possui atividade anti-inflamatoreor inibir a liberagdo de &cido
araquidonico da membrana celular, suprimindo agdaties das enzimas COX-1 e COX-2

(BORRELLI et al., 2002).
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1.3.2.2 A¢ao antimicrobiana

Ota et al. (2001) avaliaram a atividade antiflagia propolis através de testes de
sensibilidade, utilizando 75 espécies @andida 20 Candida albicans 20 Candida
tropicalis, 20 Candida kruseie 15 Candida guilliermondii As amostras apresentaram
atividade antifungica em ordem decrescerfe: albicans, C. tropicalis, C. krusei, C.
guilliermondii. Afirmaram também, que pacientes portadores de g@dtgal que utilizaram o
extrato hidroalcodlico de propolis apresentaramimlingéo na quantidade d&andidasp.

Longhini et al. (2007) avaliaram a atividade amtgita de propolis através da
obtencdo de extrato sob diferentes condicOes, nistdrente a leveduras isoladas de
onicomicoses, que sao infeccdes de dificil e lomgdamento e que causam efeitos
indesejaveis ao paciente. As amostras de propmigsnf coletadas das colmeias de abelhas
Apis melliferaL., na Fazenda Experimental de Iguatemi da Unidade Estadual de Maringa
(FEI-UEM). Todos os extratos alcoodlicos e os glamd apresentaram atividade antifingica,
sendo o extrato etandlico mais eficiente que aéxglicdlico.

Vargas et al. (2004) avaliaram a acéo antibacterinpropolis através da inoculagéo
de placas de Agar BHI contendo 5% de extrato alomde propolis a 50% em solucédo de
alcool etilico 96°GL, com in6culo bacteriano de 11X células/mL*. Testaram 161 isolados
bacterianos, Gram positivos e Gram negativos, ershgam que os isolados foram sensiveis
ao extrato, pois ndo ocorreu crescimento bactemenplaca apés 72 horas de incubacgéo a
72°C. O extrato alcodlico de prépolis a 50% avalitad capaz de exercer acdo antibacteriana
efetiva contra a maioria dos isolados testadosindo o crescimento de 67,70% das amostras
deNocardia asteroides, Staphylococaps Streptococcusp., Rhodococcus equi, Salmonella
sp., Escherichia coli, Proteus mirabilis Pseudomonas aeruginosasaliadas. As bactérias

Gram positivas mostraram-se mais sensiveis (92#&%o¢xtrato testado do que as Gram
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negativas (42,5%). Dentre as bactérias avaliadasardia asteroidesoi a bactéria Gram
positiva mais sensivel (100%)Rseudomonas aeruginosasGram negativa que apresenta
maior sensibilidade (72,41%) ao extrato de prépolis

Konishi et al. (2004) avaliaram o efeito dos sotesre dos agentes solubilizantes na
preparacdo dos extratos de propolis e na sua adwicntimicrobiana utilizando diversos
solubilizantes e entre eles o Polissorbato 80 &o0;bestaram a atividade antimicrobiana
contra micro-organismos frequentemente encontradosavidade bucalS(aphylococcus
aureus, Streptococcus mutans e Candida albjcangoncluiram que todos os solventes
utilizados foram eficientes em extrair principidv@s, principalmente os compostos polares
presentes na propolis e que 0os micro-organismaanfaensiveis a todos os extratos de
propolis testados, porém somente o extrato alamfidiceficiente frente &andida albicans.

Yaghoubi et al. (2006) avaliaram a dide antimicrobiana do extrato alcodlico de
propolis Iraniano sobre alguns micro-organismoshgervaram que esse extrato apresentou
atividade antimicrobiana frente aos micro-organisn@@ram positivos e fungos. Porém,
nenhuma atividade antimicrobiana foi apresentadarelacdo aos Gram negativos. Na
cromatografia de camada delgada, foi revelada sepga de pinocembrina, acido caféico,
kaempferol, crisina e galangina na propolis Iraaidd total de flavonoides e fendlicos foram
7,3% e 36%, respectivamente, fato este, que supgera forte atividade antimicrobiana da
prépolis Iraniana ocorre devido aos altos niveisatapostos fendlicos e flavonoides.

Gonzales et al. (2006) avaliaram a atividade act#iseana e suas concentracdes de
flavonoides em propolis coletadas em diferente®esgdo Brasil com amostras dos estados
de Goias, Parana e Sao Paulo. Extratos etandlid6%eaforam preparados, testando sobre os
microrganismosStaphylococcus aureus Escherichia coli.Ampicilina e tetraciclina foram
utilizadas como controle. Os resultados mostraraencgextrato etandlico de préopolis inibiu o

crescimento deés. aureusmas nao para B. coli. Tetraciclina e Ampicilina mostraram-se
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eficazes para ambas as bactérias. A concentragds/droides foi variavel, de acordo com a
amostra de propolis. Os resultados do trabalhorarast que o extrato etandlico de prépolis
tem uma efetiva acdo contra bactérias Gram posjtimdependente da origem geografica, e
uma positiva correlacédo entre atividade antibaaerie concentracao de flavonoides.

Ishida (2006) avalioun vitro a atividade antibacteriana de extratos etanOlam®ms
propolis coletadas em apiarios do estado do Amazsolare culturas d8. mutans, S. mites
S. salivarius Andlises como reacfes de identificacdo para kidoS fendlicos,
espectrofotometria U.V., espectrofotometria infravelho, cromatografia gasosa acoplado a
espectrometro de massa (CG/EM) e cromatografiadigde alta eficiéncia (HPLC) foram
realizadas. Os resultados demonstraram a presengdrdpostos fendlicos e os extratos
etanolicos testados apresentaram atividade argiltd frente a&. mutansS. salivariuse
S. mitis As caracteristicas dos espectros de absorcaandastras estudadas na analise com
espectrofotometro U.V. foram similares, correspogl@ benzenos substituidos, ou seja, de
substancias aromaticas do tipo compostos fenélssygjo uns dos principais compostos com
atividade biolégica.

Almeida et al. (2006) avaliaram uma solucédo anpisse a base de extrato de propolis
sobre os indices clinicos e contagem Slemutans Confeccionaram uma solucdo para
bochecho a base de propolis (6,25%) a partir daesdracdo inibitéria minima, sendo
considerada a solugcéo teste, e compararam-na dmleopositivo (clorexidina, 0,12%).
Através de um ensaio clinico cruzado, quinze cdaangilizaram a solucao teste durante 15
dias consecutivos, em intervalos de 21 dias ezaralin bochechos com clorexidina. Foram
coletados os indices para acumulo de biofilme ®@d@ddenca gengival antes e 24 horas apos o
uso das solucdes. Realizou-se a contagef. seutansle amostras da saliva nos seguintes
periodos: antes e 24 horas, 07 dias, 15 dias @21ddpois do final de ambos os bochechos.

Os resultados indicaram que a solugcdo de propgiesantou satisfatoria atividade
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antimicrobiana semelhante a acéo da clorexidindl2%0, atuando na presenca de biofilme

oral e doenca gengival.

1.3.2.3 Ac¢ao contra os Periodontopatégenos

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico gedpolis contra bactérias
periodontopatogénicas foi investigada atraves stedm vitro. As cepas bacterianas testadas
foram: Prevotella intermedia Prevotella melaninogenica, Porphyromonas gingivalis
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Capnocytophagingivalis e Fusobacterium
nucleatum A concentracao inibitéria minima (CIM) foi detémada usando-se o método de
diluicdo do extrato de prépolis no meio de cultema diferentes concentracdes. Os resultados
demonstraram CIM de 1ug/mL para Actinobacillus actinomycetemcomitang
Capnocytophaga gingivalise 0,25 pg/mL para Prevotella intermedia Prevotella
melaninogenica, Porphyromonas gingivali® Fusobacterium nucleatum.Alguns
microrganismos que desempenhianvivo papel de superinfectantes também foram testados:
a susceptibilidade d€andida albicansao extrato etandlico de prépolis foi observada na
concentracdo de 1ag/mL. A CIM para Pseudomonas aeruginosa, Escherichia o®li
Staphylococcus aureyipo selvagem) foi de 14g/mL. Todos os patdgenos periodontais e
microrganismos superinfectantes testados foramiveg@esao extrato de prépolis testado
(GEBARA et al., 2002).

Em estudoin vitro desenvolvido por Speranca et al. (2007), foram iadas a
atividade antimicrobianas de solucdes a base dmlsdobre microbiota oriunda de bolsas
periodontais atraveés do teste de difusdo em csltorstas em condicdo de anaerobiose
facultativa e microaerofilia. Os resultados penaiti observar que o extrato alcodlico em

todas as concentragdes testadas (30%, 20%, 10% iaib% o crescimento bacteriano.
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1.3.3 Uso da propolis na Odontologia/Periodontia

As propriedades terapéuticas da prépolis na odogitol especificamente na
periodontia tem sido foco de investigacbes, nestdido Prokopovich (1957) avaliou a
utilizacdo de uma solucédo a 0,01% de prépolis canestésico superficial e verificou ser 4
vezes tao efetiva quanto a procaina. Foi conclgigoo extrato de prépolis é essencialmente
um anestésico de superficie, com insignificanteeppénetrante e podendo ser recomendado
para uso em procedimentos estomatolégicos.

Foi relatado por Magra Filho; Perri de Carvalho9Q@Papos estudo com 45 ratos para
examinar histologicamente os efeitos da propolis fendas cirlirgicas ap0s extracoes
dentarias (alvéolo) e feridas de pele (uso loedilizando solucéo hidroalcodlica a 10% de
propolis e solugéo hidroalcodlica pura, aplicadosalvéolo imediatamente apos a extracédo e
sobre a ferida, diariamente, até o periodo de fgacoridos animais. Concluiram que a
aplicacdo de solugéo hidroalcodlica de propolideaca a epitelizacdo de feridas de pele,
entretanto ndo acelerou a cicatrizacdo apos ertdmdaria.

lkeno et al. (1991) demonstraram em ratos a eficda prépolis na inibicdo do
crescimento da microbiota cariogénica, especifichenens S. mutans 0s quais estao
fortemente associados com o inicio do process@uda dentaria. Ratos inoculados conSos
mutansapresentaram 50% das fissuras cariadas nos délaesatos submetidos ao uso da
propolis as caries de fissuras nos dentes, forgmifisativamente menor (p=0,01) . Este
mesmo estudo utilizou a técnica de cromatografjaida de alta eficiéncia (CLAE), e a
analise indicou que o0s compostos presentes, aadlico e acido cinamico, estariam
supostamente relacionados com a atividade anpést@os do grupomutans e
consequentemente, com a atividade anticariogémaiqadpolis.

Extratos hidroalcodlicos de prépolis de varias Gegido Brasil (MG, SP, MS, PR,
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RS) e compostos isolados apresentaram a capacidadeinibir a atividade da
glicosiltransferase, do crescimento Slemutan® da formacéo e aderéncia de placa dentaria
(PARK et al. 1998).

Martinez Silveira et al. (1988) compararam o efelto Propolan (50% de propolis,
propilenoglicol em alcool 95%) e alcool 95% (plagebm gengivites cronicas e em ulceras
bucais recorrentes e inespecificas. Quarenta pasidoram divididos em 2 grupos, 20
pacientes com gengivite crénica (grupo A) e 20 grgels com Ulceras bucais com evolucéo
de 24 a 48 horas (grupo B), ambos os grupos foreentados em relacdo ao correto controle
de placa. No grupo A cada paciente recebeu apksaga solucédo de Propolan e placebo, 3
vezes por semana durante 1 més. No grupo B, o meswiente recebeu aplicacdo de
Propolan e placebo de acordo com a area experihmentantrole. Os pacientes regressavam
24 horas apo6s para nova aplicacéao, e em alguns pasmuma nova aplicacdo em 48 horas se
as dores persistissem. Comparando a situacaolieicaos 30 dias, houve uma melhora
significativa no grupo que utilizou Propolan, comgztp com o grupo controle. Em relacéo ao
grupo B, as aftas apresentavam diminui¢cdo na sattogia dolorosa em 48 horas no grupo
experimental, enquanto no lado controle, demoragdam a 6 dias para regredirem. A zona
tratada com Propolan apresentava uma avancadaeracdp em relagdo as tratadas com
placebo. As conclusdes revelaram que os efeité¥adolan sobre os germes Gram positivos
da placa supragengival levaram a uma recuperacds rapida e melhor dos tecidos
gengivais. Os efeitos antimicrobianos, cicatrizantaestésicos e de incremento da resposta
imune local do Propolan parecem favorecer uma s$s§me mais rapida dos sintomas
dolorosos, assim como um melhor efeito curativo diaeras bucais, comparado com o
controle.

Em outro estudo de Martinez Silveira et al. (1982)yvaliada a acdo antisséptica de

uma solugdo hidroalcodlica de propolis a 1,5%. Esteidoin vivo, foi realizado em um
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grupo de 20 estudantes de 16 anos de idade conivigengoram divididos em 2 grupos e
aplicados o indice de higiene bucal e gengival,gnapo utilizou a solugdo proposta (grupo
A), o outro (grupo B) uma solucéo placebo (sem @ii8p os grupos utilizaram a solucéo 1
vez por dia durante 3 minutos. Apos 15 dias verifise que a gengivite crénica regrediu
quase a normalidade em 80% dos casos do grupo Aom®& menos acentuada, foram
observadas melhoras no grupo B, em 80% dos casosategorias moderadas e grave. Os
autores concluiram que houve uma melhora satisgfalorestado gengival dos estudantes que
utilizavam solucéo hidroalcoodlica de propolis a%.,50 nivel de reducdo de placa foi
adequado em ambos 0s grupos, porém mais evidemeipo A e também nao foi detectado
a presenca de irritacdo bucal.

Garcia; Garguera (1993) estudaram os efeitos daoRséem aftas bucais, utilizando
propolis em solucéo alcoodlica a 70%. Foram avatiaidbpacientes, dos quais 75% obtiveram
cura apos a primeira aplicacdo, 7 pacientes néaessi de uma segunda aplicacdo e 3
pacientes de uma terceira aplicacdo. A sintomatokbglorosa diminuia significativamente ja
apos a primeira aplicacao.

Estudosin vitro ein vivo foram realizados por Bruschi et al. (2005) paraliakem a
acao antimicrobiana da prépolis sobre os periog@atifgenos e organismos oportunistas. Os
resultados confirmaram a ag¢do da propolis sobrest@3$ organismos testados. Estunios
vivo revelaram que a propolis aplicada através de ginoemtos de irrigacdo da bolsa
periodontal, mostrou-se efetiva na diminuicdo daltde bactérias viaveis, dos niveisRle
gingivalis e dos sitios ativos para leveduras, ndo levandselacdo de organismos
oportunistas. Ocorreu também uma diminuicdo daupdhflade de sondagem apods seis meses
dos procedimentos de irrigacdo. Na sequencianf@stigada a acdo de um extrato etandlico
de propolis como adjuvante no tratamento periodoata vinte pacientes adultos com

periodontite. Estes receberam orientacdo de higeslee foram escolhidos em cada um trés
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dentes ndo adjacentes com profundidade de bolsade Um dos dentes foi irrigado com
solucédo etandlica de extrato de propolis, outr@bea irrigacdo com placebo (etanol) e o
terceiro dente ndo recebeu nenhum tratamento adicioForam coletados dados
microbioldgicos e clinicos no inicio e depois de64e 24 semanas de tratamento. Ocorreu
uma diminuicdo no total de bactérias viaveis e auoue a proporcdo de sitios cobh
Gingivalis, em quatro semanas e se manteve pelas 24 semapasp@cao de sitios com
presenca detectavel de fungos diminuiu com o treéoncom extrato de propolis na quarta e
sexta semana. O uso de préopolis ndo selecionounisngas oportunista tais como
Estafilococoscoagulase positiva seudomonas spConcluiram assim que o extrato de
propolis foi efetivo,in vivo, no tratamento periodontal (GEBARA, 2001 apud BRUYS et

al., 2005).

A atividade antimicrobiana e a suscetibilidade deerdos microrganismos orais
(Candida albicans, Candida tropicalis, Streptococcmitans, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Actinomyces israelli Actamlus actinomycetemcomitgndoi
avaliada em estudn vitro utilizando o método de difusdo em culturas de Agam
diferentes concentragdes de propolis (5%, 10%, &38%).Todas as espécies bacterianas e
fungicas foram susceptiveis a prépolis com conaeét inibitéria minima (CIM) de 1,75 a
14,0pg/mL (GOMES, et al., 2007).

Toker et al. (2008) avaliaram o efeito da utilizacda propolis administrado
sistemicamente na perda dssea alveolar em peritalerperimental induzida por ligaduras
em 40 ratoswistar divididos em quatro grupos experimentais. Grup@lQ ratos sem
ligadura), Grupo Il (10 ratos apenas com ligadur&ypo Il (10 ratos com ligaduras e
administracdo sistémica de propolis com dose dem@&g) e Grupo IV (10 ratos com
ligadura e administracdo sistémica de 200 mg/Kgpefodo experimental teve a duracéo de

11 dias com o sacrificio ao final desse periodogfpos que receberam a administracdo da
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propolis tiveram menor perda éssea, mas nao hotememica significativa entre as doses de
propolis administradas. Os achados desse estuddramams evidéncias morfolégicas e
histoldgicas que a propolis, quando administragdeisicamente, previne a perda éssea

alveolar em ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar morfologicamente a resposta da doenca gental inflamatoria induzida no

tecido periodontal de ratos apos a utilizacdo dpemsdes aquosas de propolis.

2.1 Especificos

» Obter suspensdes aquosas de propolis nas condastide 0,1%, 1% e 10%;
* Induzir a doenca periodontal em molares de ratos;
» Comparar a resposta tecidual nos periodos de T6c#a8 apds o tratamento com as

suspensodes de propolis para irrigacdo subgengival.
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3. METODOLOGIA

3.1 Modelo de Estudo

Paraavaliar a resposta inflamatéria do tecido periodode ratos frente a utilizagéo
de suspensfes aquosas de propolis como solucderigecdo subgengival em lesdes
periodontais induzidas em dentes de ratos, opt@oisem estudo experimenial vivo, cego,

com delineamento do tipo relacdo estimulo-efeito.

3.2 Locais da Pesquisa

A pesquisa foi realizada em Manaus, na Faculdad€idecias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas (FCF/UFAM), nditut® Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), no Departamento de Patologia e ided Legal (DPML/UFAM) e no
Laboratério de Pesquisa da Faculdade de Odontafiagldniversidade Federal do Amazonas

(FAO/UFAM).

3.3 Consideracdes éticas

A pesquisa seguiu 0s principios éticos para usanitfmais de laboratério conforme
preconizado pelo SBCAL (Sociedade Brasileira den€i&& em Animal de Laboratério) e
efetuado cadastro no Comité de Etica e PesquisaAaimais (N° do processo:

23105.021549/2009) da Universidade Federal do Amez(Apéndice E).
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3.4 Beneficios

A producdo de uma suspensdo a base de préopolisupbzacdo como agente de
irrigacdo subgengival podera viabilizar sua utgéa nos procedimentos periodontais como
agente de uso local coadjuvante ao tratamento dmerial tradicional. Além disso, podera
proporcionar a comprovacdo da eficacia de um poodat biodiversidade Amazénica e a

viabilidade de sua introducéo na Odontologia.

3.5 Coleta das amostras de propolis dapis mellifera

As amostras de propolis foram coletadas no mumwidgi Presidente Figueiredo, no
Estado do Amazonas (Latitude 2,0378° S, Longitudl@2D5° O). A coleta foi através de
raspagem com o auxilio de espatula nas partemaster bordas da melgueira, ninho e tampa
das colméias. O material coletado (figura 1A) &parado dos residuos de madeira e excessos
de cera e acondicionado em caixas metalicas conpatamsterilizadas, identificadas e
transportadas ao laboratério de Pesquisa da Faeulde Odontologia da Universidade

Federal do Amazonas para preparacao das suspensoes.

3.6 Tratamento das amostras de propoligy Natura

Posteriormente a coleta, as amostras foram aconditas em recipientes de vidro
fechado com lamina de papel aluminio perfurada patda de umidade e colocadas em um
dessecador com silica gel, permanecendo por l4ediatemperatura ambiente. ApGs esse
periodo, as amostras foram trituradas e homogeateszeom auxilio de um pildo e cadinho

(figura 1B).



38

3.7 Obtencéo do extrato etandlico de prépolis

Para a obtencdo do extrato etandlico de propo)is,gkamas de propolis triturado
foram depositado em tubos de ensaio (25mm X 180Mm)seguida, foi pipetado 25 mL de
alcool etilico a 80%. A extracdo do extrato foilimla em banho de agua termostatizada
(Dubnoff modelo 145-FANEM-Sao Paulo/Brasil) a 708@ante 30 minutos, sob agitacdo
constante (figura 2A).

Posteriormente, as amostras foram centrifugad2&08 rpm por 26 minutos a 5°C
(Sigma Laborzentrifugen, 2K15, Alemanha, 2000). @dbrenadante obtido, denominado
extrato etanolico de propolis (EEP) (Figura 2B)doondicionado em frascos de vidro ambar
previamente lavados, desinfectados e esterilizadd®xtrato foi envasilhado e lacrado em
condicdo asseéptica, seguindo o criterioso protoci@ocontrole de qualidade para evitar

contaminacao.

3.8 Obtencéo das Suspensdes de Propolis a 0,1%, @%0%.

Inicialmente foi realizada a remocdo do alcool dePEonde cada tubo de ensaio
contendo 5mL de EEP foi centrifugado a vacuo (@Geyr Concentrator, Labconco
Corporation, Kansas City, Missouri, 2000) por 4dsorn temperatura de aproximadamente
35°C (Figuras 3).

Apoés a remocao do alcool a “Pasta de Prépolis'trimsferida para um béquer de
10mL (figura 4A) com auxilio de uma espatula n®2dvado ao dissecador por 48 horas.

A “Pasta de Propolis” foi pesada com o auxilioutea balanca analitica (Electronic
Balance FA-2104N, Bioprecis, TDS Instrumental Téégma LTDA, Tijucas do Sul, PR,
2005) e depositado nos béqueres 5mg, 50mg e 508spgativamente. Em seguida foram

adicionados nos béqueres 250uL de Tween 80, e aritbade um bastdo de vidro em uma
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cuba ultrassonica (UltraCleaner USC-1400, Uniguk é@Com. Prod. Eletr. LTDA, Brasil),
foi realizado a dissolucéo inicial com Tween 80r&dgtivamente incorporada agua destilada
até completar um volume total de 5,0mL para cadaeautracao (Figura 4B, 4C e 4D).

As suspensfes foram armazenadas em frascos angvanpente esterilizados. Foi

preparada uma solucdo aquosa de Tween 80 a 5%a(H3@) para obtencdo da solucéo

controle (Grupo V) (figura 5).

Sobrenadante
(Extrato  etandlico
de propolis 8% em
alcool 80% - EEP)

Figura 2 — A. Amostra sob agitacdo em banho de tego@statizadaB. Sobrenadante — EEP.
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Figura 4 — A. Béquer com “Pasta de Propolis”. B\P% 0,1%, C. SAP a 1,0% e D. SAP a 10,0%.

Figura 5 - SAP a 0,1% (1), SAP a 1% (Il), SAP a 108) e T80 a 5% (IV).
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3.9 Avaliaces histopatoldgicas das Suspensdes dapBlis na doenca periodontal

3.9.1. Os animais

Foram utilizados 84 ratdd/istar, albinos, machos, com peso entre 210 e 290 gramas,
com 8 semanas de idade, mantidos no biotério dbtuitas Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), alimentados com racdo balanceadauaad libitum organizados em

grupos experimentais conforme quadro 1.

Grupos | Quantidade Substancia Irrigadora subgengival

Grupo | 14 ratos Suspensao aquosa de propolis a 0,1%
Grupo Il 14 ratos Suspensao aquosa de prépolis a 1,0%
Grupo Il 14 ratos Suspensao aquosa de propolis a 10,0%
Grupo IV 14 ratos Tween 80 & 5%

Grupo V 14 ratos Controle positivo: induzido e sem tratamento
GrupoVl | 84 ratos (ado contralateral nos grUpos I I i, IV, el
Grupo VII 14 ratos Clorexidina a 2,0%

Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais.

3.9.2. Inducéo de Doenca Periodontal inflamatoéria

Foi utilizado um relaxante muscular (RompunCloridrato de xilasina & 2%,
0,01mL/100mg, Bayer do Brasil S/A, Santo Amaro, 8R)m anestésico geral a base de
Cetamina (Cetamim Cloridrato de Cetamina 10%, 0,15mL/100mg, Syeedrasil, Cotia,
SP) por meio de injecdo intramuscular. Apés a asistos animais foram mantidos na mesa

de Doku modificada (DOKU et al., 1966).
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Na inducdo da doenca periodontal inflamatéria @mlizada a técnica da ligadura
utilizando um fio de algod&o (Corrente Algodao noOats Corrente, SP, Brasil) colocado na
regido cervical do primeiro molar inferior esquerttonando-se o cuidado para penetrar o fio
no sulco gengival, em intimo contato com os tecglwivais, ficando o n6 na regidao mesial
(figura 6A), facilitando dessa forma o acumulo dmfilme bacteriano (figura 6B)
(JONHSON, 1975). @o permaneceu durante 15 dias na regido gengaral gue houvesse a

instalacéo de processo inflamatério com destruicSea.

3.9.3 Tratamento da Doenca Periodontal

Nos grupos |, II, 1ll, IV e VII, decorrido o periodde inducédo da DP (15 dias), foi
realizada a remocao do fio de algoddo e a desaaygio do biofilme supragengival
utilizando pinceis tipo microbrush extrafinos, e saeguida receberam a irrigacdo de 0,15mL
das substancias testes de acordo com 0s gruposnegpiis com auxilio de seringas de
insulina descartaveis de 0,50mL. As irrigagBesnforaalizadas nos 1°, 4° e 7° dias ap6s o

periodo de inducéo de doenca (figuras 7A).

Os animais do grupo V (controle positivo) ao fidal periodo de inducdo da doenca

foram anestesiados, as ligaduras retiradas e né@bewm tratamento.

Apbs o periodo de tratamento, os animais foranstoliidos, conforme o quadro 2
abaixo, em grupos a e b, com 7 ratos cada paradegyzelo periodo de sacrificio de 15 e 30

dias, respectivamente.



43

Grupos Iniciais

Subdivisdo dos

Periodo de espera para o sacrificio

grupos
Grupo la 15 dias apos tratamento
Gipol Grupo Ib 30 dias ap0s tratamento
Grupo lia 15 dias ap0s tratamento
Grupe I Grupo lib 30 dias ap0s tratamento
Grupo llla 15 dias ap0s tratamento
Grupe Grupo lllb 30 dias ap0s tratamento
Grupo lva 15 dias apos tratamento
Grupo IV Grupo Ivb 30 dias ap0s tratamento
Grupo Va 15 dias ap0s periodo de indugdo
Grupo V Grupo Vb 30 dias ap6s periodo de indugéo
Grupo Vlla 15 dias ap0s tratamento
Grupo Vil Grupo Vllb 30 dias ap0s tratamento
Grupo VI Grupo Via Sem inducéo e sem tratamento correspondendo &® ¢
Grupo Vib contralateral dos grupos LI, 1ll, IV e V

Quadro 2 - Redistribui¢cdo dos grupos experimetzis vista ao sacrificio

3.9.4 Sacrificio dos animais

en

Decorridos os periodos experimentais foram readigasd biopsias e os animais foram

sacrificados com sobredose anestésica. As hemimaadicontendo as regides das furcas

dos primeiros molares foram removidas bilateral@ent cada animal (Figura 7B).

3.9.5 Preparo histotécnico

Para descalcificacéo das pecas foi utilizado deram periodo de 5 a 6 dias a Solugéo

de Morse (50% de solucado de citrato de sodio a 2®8% de acido férmico a 100%). Por

volta do 3° e 4° dia as pecas foram testadas penficar o quanto ja haviam sido

descalcificadas, através da introducdo de uma agoifde a mesma deveria atravessar o
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tecido 6sseo sem resisténcia. Quando as pecasatingm bom estado de desmineralizagéo,
0 que ocorria por volta do 4° dia, as mesmas paeser clivadas, conforme descrito no

apéndice B.

As pecas foram recolocadas em seus cassetesmeene numerados e retornaram
para a Solucdo de Morse para aguardar o fim dogeerde 5 a 6 dias. Apds esse periodo
foram lavadas em agua corrente por 24 horas paracé® completa da solucédo de Morse e
posteriormente colocadas em uma solucao neutrsizEnSulfato de Soédio a 5% por mais 24

horas.

Apo6s o periodo de descalcificacdo e neutralizasdpecas foram marcadas com tinta

nanquim em sua porcao lingual para auxiliar pcsterente durante a fase de incluséo.

As pecas foram levadas ao Processador automatidecdlos (Lupe PT2000, Lupe
Ind. e Com. LTDA, Séo Paulo, SP, Brasil) para catgrlo processamento histotécnico onde
passaram pelas fases de desidratacdo (1 horaceal @%, 1 hora em alcool 80%, 1 hora
em &lcool 90% e 1 hora em &lcool 100%), diafaniza@banhos de 1 hora em xilol) e

parafinizacéo (2 banhos de 1 hora em parafina).

Através da utilizacdo de moldes metélicos préi¢aldos, e seguindo a orientagdo da
marcacdo realizada em cada peca com a tinta nangoitos as pecas foram incluidas
seguindo um padrdo de disposi¢cao no molde pararmpmspadronizacdo dos cortes. A marca
em tinta nanquim direcionava a face lingual da ppga deveria permacecer voltada para

cima no momento da incluséo (figura 7C).

Foi escolhida a orientagdo de corte mésio-distal padelimitacdo da regido de furca
dos primeiros molares inferiores e devido ao peaevio das pecas, foram realizadas 5
laminas para cada pega com cortes seriados de Buespdssura utilizando o Micrétomo

rotativo Lupe MRP-03 (Lupe Ind. e Com. Epp., Saol®aSP, Brasil).
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Todas as laminas foram examinadas antes de seraaasautilizando o microscopio
Olympus BX41 (BX41TF, Olympus Optical Co. LTDA.,p#w) em aumento de 40x. As
laminas que ndo continham a regido de interesse @eacartados e as laminas de interesse
foram numeradas e encaminhadas para o processolatacéo de hematoxilina e eosina.
Cada lamina corada continha uma média de 8 coatésed de interesse e foram coradas uma

média de 3 laminas para cada peca a ser analisada.

Considerando que o 1° molar inferior possui 5 gizkias maiores e mais amplas
(mesial e distal), uma raiz menor central por besdr e duas menores centrais por lingual, a
area de interesse para avaliacdo consistia na@aegitral do 1° molar inferior, ou seja,
qguando no corte obtinhamos a imagem com as raiesglne distal, sem as raizes centrais
(vestibular e lingual) e mostrando a regido dedumaior entre as raizes mesial e distal

(figura 10).

3.9.6 Andlise histopatoldgica morfologica

A andlise morfologica foi descritiva e incluiu pamétros microscopicos quanto a
juncdo dentogengival, tecido conjuntivo subjacefiggmento periodontal e tecido 6sseo

conforme parametros e escores descritos a seguir:
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Figura 6 —A. Fio instalado com n6 na me:. B. 1°molar inferior esquerdo m ligadura e biofilme
acumulado.

IE———
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Figura 7 — A. Irrigacdcsubgengival. BPeca preparada e acondicionadacesset. C. Peca marcada
com tintananquim sendo incluida em parafina em molde met
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3.9.6.1Junc¢ao dentogengival

A juncdo dentogengival, representada pelos epitaiengival, sulcular e juncional
(figura 8 e 9) foi avaliada a partir de critériagafitativos, com base nos seguintes parametros
modificados de Rodini (2005):

H - Hiperplasia epitelial: aumento do numero deleé da camada espinhosa do

epitélio;

A - Atrofia: diminuicdo do numero de células @demada espinhosa com diminuigéo

da espessura do epitélio;

E - Exocitose: presenca de células inflamatdreatecido epitelial;

Q - Hiperparaqueratose: espessamento da camaudaatpieratina na superficie

epitelial.
Observacéo: sera também avaliado o epitélio deabpésiodontal quando presente nas
regides mesial e distal (substituindo o epitélimcjanal) e quando presente na regido de furca,

seguindo os mesmos parametros acima descritos.

3.9.6.2 Tecido conjuntivo

O tecido conjuntivo subjacente, representado pigjamento gengival foi avaliado
guanto a intensidade das fibras, vasos sanguineditrado inflamatério de acordo com os

parametros e escores propostos:

A gualidade das fibras gengivais foi avaliada nag@es de tecido conjuntivo acima da
crista 6ssea, em aumento de 200x, classificad&srshe@ semelhante ao trabalho de Schmitd

(2005) em:
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Esparsas: fibras colagenas soltas com aspegtidey com visualizacdo de

fibroblastos (figural2A );

Moderadas: fibras colagenas hialinas ligerab®esoltas com visualizacao de

fibroblastos (figura 12B);

Densas: fibras colagenas hialinas mais compamban visualizagdo menos

evidente de fibroblastos (figura 12C).

O grau de resposta inflamatoria foi analisado camemnto de 200x para as trés regides

(mesial, distal e furca), bem como também no ligameeriodontal, de forma semelhante ao

trabalho de Schmitd (2005) e alguns parametrogatmtho de Rodini (2005), este dltimo

com modificagcbes para analise qualitativa, confoosparametros a seguir:

0-

1 -

auséncia de infiltrado inflamatorio (figura )3A

Infiltrado inflamatdrio leve: células inflamai@s em pequena quantidade

geralmente restritas a regido subepitelial (figLBB);

Infiltrado inflamat6rio moderado: quantidadedamda de células inflamatorias
geralmente espalhadas pelo tecido conjuntivo admarista 0ssea (regido
mesial e distal), acima do tecido 6sseo (regiddfudea), e no espaco do

ligamento periodontal (figura 13C);

Infiltrado inflamatdrio intenso: grande quasmiie de células inflamatorias
geralmente espalhadas pelo tecido conjuntivo aamarista 0ssea (regido
mesial e distal), acima do tecido 6sseo (regiddfudea), e no espaco do

ligamento periodontal (figura 14 e 15).

A qualidade do infiltrado inflamatorio foi avaliagan aumento de 400x e considerando

se o infiltrado inflamatdrio apresentava-se agugwedominando polimorfonucleares

neutréfilos), misto (equilibrada quantidade de olifonucleares neutrofilos e

mononucleares linfocitos e/ou plasmadcitos) e c@nipredominando mononucleares

linfécitos e/ou plasmaécitos) (figuras 13-15).
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Quanto a distribuicdo o infiltrado inflamatorio folassificado em: focal (quando as
células se encontravam agrupadas) ou difuso (quasd®lulas se encontravam espalhadas
por toda a regido analisada). Este parametro faliamlo de maneira independente da

intensidade do infiltrado inflamatorio.

Em relacéo aos vasos sanguineos, foi avaliadessargya de congestao (figuras 12-15).

3.9.6.3 Ligamento periodontal

Na regido do ligamento periodontal foi avaliadaraspnca de restos epiteliais de

Malassez e reabsorc¢des dentinarias além dos asitéei inflamacéo ja citados (figura 17).

3.9.6.4 Tecido 0sseo

O cortes foram avaliados em aumento de 40x, de madbtativo, dividindo a raiz
em 3 tercos (cervical, médio e apical), com o tdmaotal da raiz indo da jungédo-cemento-
esmalte (figura 8 e 9) e/ou teto da camara pulpadpice. Essa avaliacdo foi realizada nas
seguintes regides do dente: crista 6ssea mes&if 0ssea distal e 0sso da regidao de furca, de

forma semelhante ao trabalho de Schimtd (2005)algomas modificacdes.

Para as regi6es mesial e distal foi proposto aiilees;do do nivel da crista 0ssea em
guatro parametros:
C - Regiao do terco cervical - perda 6ssea leve, cotraleculado ésseo

visivel dentro dos limites do ter¢co superior da rdigura 16B, 16C e
16E);
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M- Regido do terco médio - perda 6ssea moderada, doabeculado 0sseo
visivel dentro dos limites do terco médio da réigufa 16D);

A - Regido do terco apical - perda 6ssea severa, cérabeculado 6sseo

visivel dentro dos limites do terco apical da (figura 16E e 16G);
T - Perda 6ssea total — total auséncia de tecideodao redor ou entre as

raizes (figura 16F e 16H).

Para a regido da furca além das possibilidades aadescritas ainda podemos

considerar o dente com auséncia de perda 0ssea:

SP - Auséncia de perda éssea - com o trabeculadom @esente nas proximidades

do teto da cAmara pulpar (figura 16A).
Em casos de perdas angulares (ou verticais) afrdagsdo considerava o nivel mais
inferior (figura 16F e 16G). Foi ainda verificadgr@senca ou auséncia de sequestro 0sseo e

osteoclastos (figura 17 e 18).

3.9.6.5 Biofilme

A presenca de biofilme foi classificada histologieamte, no aumento de 100x, em:

0 - auséncia de biofilme aderido a superficie dentaria;

1- presenca de pouco biofilme aderido a superficiegahesa distal com

espessura semelhante a espessura do cementoarafigura 11A);

2 - presenca moderada de biofilme aderido as supedériria mesial e
distal ou com espessura maior que a espessurantentze radicular
(figura 11B);

3- presenca intensa de biofilme aderido as superfioesial e distal e

ainda na regiao de furca (figura 11C).
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Figura 8 — Juncao dentogengival mostrando os kndtere o Epitélio gengival (EG), Epitélio sulcular
(ES), Epitélio juncional (EJ) e Juncao-cemento-é&nfdCE) (H.E. 250x)

Fonte: RODINI (2005).

Figura 9 — Diagrama da relacdo entre gengiva eduramelo-cementaria na mesial do 1° molar
inferior do rato (adaptado de Johnson, 1975).

Fonte: SCHMIDT (2005).
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Figura 10 -Padrao de corte mostrando area de (F), raiz mesia(RM), raiz distal (RD), gengiva
mesial (GM) e gengiva distal (GD) (H.E. 4.

o L e

Figura 11 —A. Regido mesii em exemplar do grupo | e 15 diesm biofilme leve. B. Biofilme
moderado m dente do grupo Il e 30 d C. Biofilme intensem dente do grupo IV com 30 dias (H
100x).
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Figura 12 — A. Fibras gengivais esparsas e vasugestos (seta) na regido de furca de um dente do
grupo IV e 15 dias (H.E. 200x). B. Fibras gengivaiederadas na regido de furca de um dente do
grupo lll e 15 dias (H.E. 200x). C. Fibras gengivdénsas e vasos congestos (seta) na mesial de um
dente do grupo Il e 15 dias(H.E. 200x). D. Regido fibras gengivais esparsas e infiltrado
inflamatério moderado (H.E. 400x). E. Fibras geagg\esparsas na regido de furca em dente do grupo
IV e 15 dias com infiltrado inflamat6rio mononuale@avasos congestos (seta) (H.E. 400x).
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Figura 13 — A. Regido mesial com infiltrado infladvo leve em dente do grupo | e 15 dias (H.E.
200x). Al. Retangulo de A em maior aumento mostraregido do epitélio juncional com exocitose

de células inflamatérias mononucleares e inflamd&a® no tecido conjuntivo (setas) (H.E. 400x). B.

Regido de furca com infiltrado inflamatdrio modeyan dente do grupo VIl e 30 dias (H.E. 200x).

B1. Retangulo de B em maior aumento mostrandoaetpéepitélio de bolsa com exocitose de células
inflamatérias mononucleares (setas), fibras moderagasos congestos (H.E. 400x). C. Regido
interproximal em dente do grupo | mostrando irdidlo inflamatério moderado polimorfonuclear

(H.E. 400x), com inserto evidenciando neutroéfildsH 1000x).
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Figura 14 — A. Regido de furca em dente do grupe I¥5 dias com perda Ossea total e infiltrado
inflamatoério intenso e difuso (H.E. 40x). Al. Ragélo de A em maior aumento mostrando infiltrado
inflamatorio intenso e células mononucleares difesaasos congestos (setas) (H.E. 200x). Inserto em
Al evidenciando infiltrado intenso com células mundeares (setas) (H.E. 400x).

Figura 15 — A. Regido de furca com infiltrado infi@orio intenso polimorfonuclear em dente do
grupo V e 15 dias (H.E. 400x). Al. Retangulo denmraaior aumento evidenciando polimorfonuclear

neutrofilo (setas) (H.E. 1000x).
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Figura 16 — Exemplos de perd
Ossea: A. Furca sem perda (grup
VI, 30dias), B. Furca no tergor
cervical (grupo IV, 15 dias) , C.!
Mesial no tergo cervical (grupo VI,"
15 dias), D. Furca e mesial no tergo
meédio (grupo VII, 15 dias), E.
Furca no tergo cervical e Mesial n%
terco apical (grupo 1, 15 dias), F;
Perda total (grupo 1V, 30 dias), G.
Distal no terco apical (grupo IV, 30
dias), H. Perda total (grupo IV, |.""“~.»\
dias) (H.E. 40x). ! :
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Figura 17 - Regido de furca em dente do grupo lW5edias com extensa perda 6ssea mostrando
sequestro 0sseo (S), epitélio de bolsa (E), dendidiaular com extensa area de reabsorcéo (R) (H.E.
40x). Al. Retangulo em maior aumento de A mostramgteoclasto e vasos congestos (H.E. 400x)

A2. Retangulo em maior aumento de A mostrando Reépitelial de Malassez (seta) e reabsorgéo

dentaria (R) (H.E. 400x).

Figura 18 — A. Sequestro 6sseo na regido de fgropp VIl e 30 dias (H.E. 40x). B. Sequestro 6sseo
ainda envolto por tecido conjuntivo, grupo VIl e dias (H.E. 100x) e C. Sequestro 6sseo na regiao
interdental, grupo V e 15 dias (H.E. 100x).
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3.10 Analise estatistica

Os testes ndo paramétricos sao utilizados, em, gerahdo as amostras sdo pequenas
e quando as pressuposicées dos testes paramétiwssio satisfeitas. E bem verdade que, na
maioria das vezes, recomenda-se a utilizacdo de pesamétrico mesmo que as variaveis
sejam transformadas para esse fim especifico. Nantn nem sempre € possivel garantir
condicOes para que se utilize o teste paraméficando assim mais plausivel utilizar, neste
trabalho, o teste equivalente ndo paramétrico.

O teste estatistico utilizado foi o teste ndo pataoco exato de Fisher utilizando os
softwares R 2.9.2 e MINITAB 14. O nivel de signéiicia utilizado no teste foi de 5%.

As Hipoéteses e Regra de Decisao Para o Teste Hadtsher sao:

Ho: Nao existe diferenca entre as propor¢oes;

Hi: Existe diferenca entre as propor¢oes.

A regra de decisao para o Teste Exato de Fisher é:

Rejeita - se bise p-valor <u=0,05 (fixado)

O Conjunto de dados contém 84 observacbes com udadéveis dividas em
subgrupos, que séo:

- Subgrupo: Ha seis grupos experimentais, cada grupo com diesedoses de
solucbes testadas. Cada grupo foi subdividido em dgaupos (A e B) que aguardaram
respectivamente o periodo de 15 e 30 dias pararifica.

- Epitélios: Fator com 7 niveis: EGM (Epitélio Gengival Me}idESM (Epitélio
Sulcular Mesial), EJM (Epitélios Juncional Mesi&BF (Epitélio de bolsa na Furca), EGD
(Epitélio Gengival Distal), ESD (Epitélio Sulcul@yistal), EJD (Epitélio Juncional Distal).
Com 5  Subniveis (N=Normal, A=Atrofia, E=Exocitose, H=Hiperplasia,

Q=Hiperparaqueratose).
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- Biofilme: Fator com escalas de 0 (Ausente), 1 (Pouco), @évhdo) e 3 (Intenso),
0s quais indicam a presenca e quantidade de besfilmicrobianos.

- Fibras: Fator com 3 niveis: FGM (Fibras Gengivais na Mgsi&lGF (Fibras
Gengivais na Furca), FGD (Fibras Gengivais na Dis@om 3 subniveis (E= Esparsas,
M=Moderadas, D=Densas).

- Vasos: Fator com 9 niveis: VSM.PRES. (Vasos Sanguineoblesial — Presenca
sem congestdo), VSM.CONG. (Vasos Sanguineos na aMesi com congestao),
VSM.TROMB. (Vasos Sanguineos na Mesial - Trombog&k. PRES. (Vasos Sanguineos
na furca — Presenca sem congestdo), VSF.CONG. ¢V8smguineos na furca — com
congestdo), VSF.TROMB. (Vasos Sanguineos na fur€eombose), VSD. PRES. (Vasos
Sanguineos na distal — Presenca sem congestao)C@BI%. (Vasos Sanguineos na distal —
com congestdo) VSD.TROMB. (Vasos Sanguineos naldisrombose).

- Infiltrado Inflamatorio: Fator com 9 niveis: IIM.INT. (Infiltrado Inflamatiar na
Mesial - Intensidade), IIM.QUAL. (Infiltrado Inflaatério na Mesial - Qualidade),
[IM.DISTR. (Infiltrado Inflamatério na Mesial - Disbuicdo), IIF.INT. (Infiltrado
Inflamatério na Furca - Intensidade), IIF.QUAL. f{imado Inflamatério na Furca -
Qualidade), IIF.DISTR. (Infiltrado Inflamatorio rraurca - Distribui¢éo), IID.INT. (Infiltrado
Inflamatério na Distal - Intensidade), IID.QUAL. nflitrado Inflamatério na Distal -
Qualidade), IID.DISTR. (Infiltrado Inflamatdrio nRistal Distribuicdo). Os subniveis de
Intensidade sé&o: (0O=Ausente, 1=Leve, 2=Moderado=kté&nso). Para 0s subniveis de
Qualidade s&o: (A=Agudo, C=Crbnico e M=Misto). Pagssubniveis de Distribuicdo sao:
(F=Focal e D=Difuso).

- Ligamento Periodontal: Fator com 3 niveis: IILP.INT. (Infiltrado Inflamaié do
Ligamento Periodontal - Intensidade), IILP.QUALNf{ltrado Inflamat6rio do Ligamento

Periodontal - Qualidade), IILP.DISTR. (Infiltradaflamatério do Ligamento Periodontal -
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Distribuicdo). Para os subniveis de Intensidade @@@Ausente, 1=Leve, 2=Moderado e
3=Intenso). Para os subniveis de Qualidade sdAdghdo, C=Crbnico e M=Misto). Para os
subniveis de Distribuicdo sao: (F=Focal e D=Difuso)

- Restos Epiteliais de Malassez=ator com P: presenca ou A: auséncia de restos
epiteliais de Malassez.

- Reabsorcéo DentéariaFatorcom P: presenca ou A: auséncia de reabsorcao @dentar

- Perda OsseafFator com 3 niveis: POM (Perda Ossea na Mesialf, (Rérda Ossea
na Furca), POD (Perda Ossea na Distal). Com subn({@e /4 Cervical, M=4 Médio, A=/
Apical, T=Perda Total).

- Sequestro OssedFatorcom P: presenca ou A: auséncia de sequestro 0sseo.

- OsteoclastosfFatorcom P: presenca ou A: auséncia de osteoclastos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A literatura demonstra variabilidade nos periodesirdlucdo da doenca periodontal
pela técnica da ligadura (JONHSON,1975; FERNANDES&Ig2007; TOKER et al., 2008;

RODINE, 2005).

Nessa pesquisa foi realizado um estudo piloto dagiio da doenca periodontal
analisando 15 e 30 dias, sugerindo que no periogdol18 dias histologicamente
encontrariamos perdas 6sseas moderadas, comadtilinflamatorio leve a moderado e
auséncia de sequestros 6sseos. Estes resultados ¢orroborados por Rodini (2005) ao
caracterizar microscopicamente a doenca periodarftamatoria induzida por ligadura nos
periodos de 1, 3, 7,14, 28, 42 e 56 dias, sendonqueeriodo de 14 dias apresentou as
caracteristicas histopatologicas do tecido peritalooom presenca de extensas areas de
reabsorcdes 0sseas, sequestro 0sseo, biofiime, gesda na regidao de furca, migracéo apical
do epitélio juncional com intensa exocitose, vaguineos congestos e discretos infiltrados
inflamatorios predominantemente agudos (predomimapolimorfonucleares neutrofilos),

distribuidos em areas focais, caracteristicas dagoperiodontal instalada.

A maioria dos trabalhos aborda as propriedadegditds antimicrobianas do extrato
etanolico da propolis em diversas concentracfeBARA et al.,2002; GONSALEZ, 2006;
ISHIDA, 2006; KONISHI, 2004; LONGHINI, 2007; PARKtal., 1998; VARGAS, 2004).
Nessa pesquisa nos propomos a analisar a ativaddgdaflamatoria das suspensdes aquosa
de prépolis nas concentracdes de 0,1%, 1,0% e 1@Rdp como agente solubilizante o
Polissorbato 80 (Tween 80) em virtude da sua pedpde farmacotécnica (tensoativo)
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1977) e por ndo interferirnas propriedades

antimicrobianas da propolis (KONISHI et al., 2004).
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Ressalta-se que essa pesquisa € inédita por asetadologia diferenciada dos
trabalhos anteriormente citados, pela utilizacadprdaolis como irrigacéo local, pelo veiculo
utilizado (Tween 80) e forma de avaliacdo dos tadok, o que dificulta a comparacdo dos

resultados obtidos com os achados da literatura.

Toker (2008) utilizou em sua metodologia o tratatmem propolis administrando-a
sistemicamente e a0 mesmo tempo em que ocorridugdn da doenca periodontal por um
periodo de 11 dias. Diversamente adotamos a adragas local da propolis apenas depois
de finalizado o periodo de inducdo da doenca d#idss Portanto, Toker (2008) avaliou 0 uso
da propolis para prevencao da perda 6ssea e em pesguisa foi adotadin“usage test” ou

seja na maneira que é adotaidovivoem pacientes (ISO/Techinical Report 7405, 1984).

Em virtude da grande quantidade de variaveis auhs o0s resultados seréo
apresentados em conjunto para todos 0s gruposimepeais (exceto grupo VI) onde sera
dada énfase as principais caracteristicas estatiséinte significativas. Por uma questao de
ordem sera apresentado inicialmente os resultasioselcdo a perda éssea, visto que o
mesmo € importante para uma melhor compreensaerjpostobre o infiltrado inflamatdrio.
Depois serdo apresentadas as outras variaveis sigaigicativas: fibras gengivais, vasos
sanguineos, reabsorcdo dentéria, tecidos epitéiaigtras variaveis que isoladamente néo
apresentaram significado estatistico relevante:toRegpiteliais de Malassez, infiltrado
inflamatorio no ligamento periodontal, sequestreedse osteoclastos. Em seguida sera feito a

descricdo histologica do padrdo de normalidadeseptado pelo grupo VI.
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4.1 Comparacao entre 0Ss grupos experimentais

4.1.1 Perda Ossea

N&o houve diferenca estatistica significativa @ardiferentes substancias testadas nos
niveis de perda 6ssea nas regides mesial e didalegido de furca, detectou-se diferenca
significativa entre as substancias testadas apenasriodo de 30 dias, conforme p-valor na
tabela 1.

Para os periodos de 15 e 30 dias na regidao medislad predominou perda éssea no
nivel do terco médio enquanto no periodo de 15 jpiia a regido de furca ocorreu maior

namero de casos com perdas no nivel do terco ebrgem diferenca estatistica significativa

(figura 19).
LR SAPI SAP SAP”SAP SAF!”SAP T80|VT80 ’ Clore;/”CIorex g | Pvalor | P-valor
VARIAVEIS |0,1%[0,1%| 1% | 1% |10%|10%| 5% | 5% 2; gI 2% | 2% | O 15ADl'aS 3OBDl'aS
Al | B1L | AL | B1| AL |B1]|AL]|B1 Al | B1 (A1) (B1)
C 0 0 0 0 0 0 1 0 O0 O 0 0 1
M|5 7 5 6 6 7 4 3 3 3 3 5 |57
POM| ' | 5 o 1 1 0 0 2 3 o2 3 3 L, | 1| 0-5458 | 0.0542
T/0 O O O O O 0O 1 0 0 © 0 | 1
= SPl 4 5 2 3 0 2 0 1 1 2 0 0 |20
0 c|3 0 2 1 4 2 4 0 2 0 3 4 |25
‘2 POFIM| O 1 0 2 2 2 2 0 2 2 2 2 | 17| 0.1584 |0.0175*
E A 0 1 2 0 1 0 1 3 0 3 2 1 14
lél_J T 0 0 1 1 0 1 0O 3 2 0 0 0 8
C 2 0 1 1 1 2 0 1 0 1 1 0 10
pop|M| 4 7 3 5 5 4 7 1 5 5 4 6 | 56| 57382 | 0.0508
Al1 0 2 0 1 0 0 3 1 1 2 1 |12
T/lo o0 1 1 0 1 0 2 1 0 O 0 | 6

P-Valor: Teste Exato de Fisher Generalizado pabelda r x c. *Os valores em negrito indicam difeeerestatistica
significante em nivel de 5%. SAP: Suspensdo agdesarépolis. T80: Tween 80. C+: Grupo controle fpasi Clorex:
Grupo Clorexidina. SP: sem perda 6ssea. C. Perda asseivel dds cervical. M: Perda 6ssea no nivel danédio. A:
Perda 6ssea no nivel #mapical. T: Perda 6ssea total.

Tabela 1 - Cruzamento entre perda 6ssea com osUpuisg
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O gréfico 1 apresenta as quantidades de denteperta 0ssea (SP) ou com perda
ossea no nivel di cervical (C) na regido da furca dos subgruposifgaaos em 30 dias,
onde se pode verificar que o subgrupo | (SAP 0,1%apresentou 5 dentes sem perda 6ssea,
enguanto 0s outros grupos tiveram menos dentespseda 0ssea e/ou perda 6sseasino
cervical.

O grafico 2 mostra a quantidade de dentes com peEska nos niveis dé médio, s
apical e perda total na regido de furca dos subgrgacrificados em 30 dias, onde, o
subgrupo | (SAP 0,1% B1) foi o que apresentou meuantidade de casos (um dente com
perda no’s médio e um dente com perda o apical) enquanto os outros subgrupos
apresentaram maior quantidade de dentes com pésdaas e/ou com perdas mais severas
(figura 20).

Ainda pelo gréfico 2 pode ser verificado que o supg IV (T80 5% B1) e o subgrupo
V (C+ B1) apresentam os maiores indices de demt@spzrdas nd: apical e total. Toker
(2008) utilizou a propolis sistemicamente para iaveh prevencdo da perda 6ssea e nao
observou diferenca estatistica entre as duas ctvacéas testadas, no entanto os grupos que
receberam propolis desenvolveram menores perda&asdsgle 0 grupo que ndo recebeu
propolis.

Nesta pesquisa sugere-se pela analise dos resulthtidos que a utilizac&o local da
propolis no tratamento da doenca periodontal paieinfluenciado na estabilizacdo do
processo de perda 0ssea, visto que o0 uso do prodaimu-se apos o periodo de inducéo,
quando a doenca ja estava instalada e a perda jdsteha ocorrido, enquanto o veiculo
(Tween 80) sozinho ndo obteve o mesmo resultado.sedpode afirmar que houve ganho de
tecido 0sseo nos grupos tratados com propolis,ugong grupo V (controle positivo), que
nao recebeu tratamento, a analise histolégica @e@m 15 e 30 dias apods o final do periodo

de inducéo e assim nao ha parametro de comparacao.
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Gréfico 1 — Dentes sem perda 0ssea (SP) ou pesda s nivel d& cervical (C) na regido da furca
nos subgrupos com sacrificio em 30 dias.
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Gréfico 2 — Dentes com perda 6ssea/nmédio (M), Perda no nivel dé apical (A) e perda 6ssea
total (T) na regido da furca nos subgrupos conifs@aorem 30 dias.
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Figura 19 — Perda 6ssea mesial (M) e distal (Oysti@adas ao nivel do tergco médio e perda 6ssea no
terco cervical da regido da furca (F) em um deaotgrdpo | de 15 dias (H.E. 40x).

Figura 20 - Dente tratado com Tween 80 a 5%, dogerde 30 dias apresentando perda 6ssea nas
regides mesial (M), distal (D) e furca (F) ao nidels apical, presenca de sequestro 6sseo (S) na
regido da furca e na distal, reabsorcao dentabd éRtensa na raiz mesial (H.E. 40x).
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4.1.2 Infiltrado Inflamatorio

Na regido mesial (IIM.INT.) ndo foi registrado itfado inflamatorio com grau
intenso e em relacdo a qualidade (IIM.QUAL.) néorafe encontradas células
polimorfonucleares.

Na regido de furca ndo houve diferenca estatisigaificativa entre os grupos em
relacéo a intensidade do infiltrado inflamatori@wendo maior nimero de casos de infiltrado
inflamatorio moderados (figura 13B e 13B1). Da madorma, a regido distal também néo
apresentou diferenca estatistica significativaeeosr grupos nos periodos de 15 e 30 dias em
relacdo a intensidade do infiltrado inflamatoriendo do tipo moderado o mais frequente
(figura 13C).

Na regido mesial e no periodo de sacrificio ddias, pelo grafico 3 verifica-se maior
quantidade de dentes com infiltrado inflamatorieel@os subgrupos tratados com propolis
(SAP 0,1% A1, SAP 1% Al e SAP 10% A1) (figura 13A3A1). No subgrupo tratado com
Tween 80, pode-se verificar na tabela 2 que osscesm inflamagdo se concentraram no
periodo de 30 dias. A clorexidina a 2 % em 15 diasregido mesial apresentou menor
incidéncia de casos com infiltrado inflamatériodequando comparado com a prépolis e

maior nimero de casos com infiltrado inflamatériederado.

No periodo de sacrificio de 30 dias na mesial, pgtlifico 4, verifica-se maior
quantidade de casos sem inflamacéo para o gruptodidina e também uma quantidade
menor de casos com infiltrado inflamatério moderadeve. Ao comparar os resultados para
clorexidina nos periodos de 15 e de 30 dias verifge que em longo prazo ha uma reducao

do processo inflamatério.
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GRUPOS I M v V VI ot | Bl
SAP SAP | SAP | SAP | SAP | SAP T80 T80 c+ | cr Clorex | Clorex | S 15 Dias | 30 Dias
VARIAVEIS 01% | 01% | 1% | 1% | 10% | 10% | 5% | 5% | o | &1 2% 2% s (A1) (B1)
Al Bl | Al | B1 | Al B1 Al B1 Al B1
0 1 1 0 0 1 1 7 0 3 3 1 3 21
IIM.
INT 1 5 3 6 1 5 1 0 4 3 4 3 2 37 | 0.0002* | 0.0316*
2 1 3 0 6 0 4 0 3 0 o0 3 1 21
0 1 1 0 0 1 1 7 0 3 3 1 3 21
IIM. "
QUAL. C 6 6 6 7 5 6 0 7 2 4 4 3 56 | 0.0002* | 0.0800
M 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 3
0 1 1 0 0 1 1 7 0 3 3 1 3 21
IIM. . .
oistr. | P 6 3 4 3 3 6 0 6 2 4 4 2 43 | 0.0023* | 0.0342
F 0 3 2 4 2 0 0 1 1 0 2 1 16
0 2 0 2 0 2 1 0 0 1 0 1 1 10
IIE. 1 0 1 0 0 2 2 3 0 1 0 2 2 13
0.5582 | 0.2100
INT. 2 1 1 1 1 3 1 2 3 1 4 3 2 23
S 3 0 0 2 3 0 1 2 3 3 1 1 0 16
E 0 2 0 2 0 2 1 0 0 1 0 1 1 10
2| Ik A 0 0 1 1 1 0 1 1 1 3 1 0 10
i 0.1418 | 0.0185*
L QUAL. | ¢ 0 2 0 0 4 3 2 0 2 1 0 3 17
2 M 1 0 2 3 0 1 4 5 2 1 5 1 25
<
i 0 2 0 2 0 2 1 0 0 1 0 1 1 10
il ([ =
| pisTR. ) 1 0 1 3 4 2 5 3 4 1 3 2 29 | 0.5362 | 0.6961
- F 0 2 2 1 1 2 2 3 1 4 3 2 23
0 0 0 1 0 0 0 1 0 0o 1 0 0 3
IID. 1 1 2 0 3 1 1 3 0 4 4 0 2 21
0.1193 | 0.0739
INT. 2 6 4 5 4 5 6 3 7 2 1 6 4 53
3 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 6
0 0 0 1 0 0 0 1 0 0o 1 0 0 3
IID. A 3 1 3 0 2 0 0 0 1 3 5 3 21
0.0189* | 0.1357
QUAL. | ¢ 2 4 0 5 3 6 0 5 0 1 0 2 28
M 2 2 3 2 2 1 6 2 6 1 2 2 31
0 0 0 1 0 0 0 1 0 0o 1 0 0 3
IID.
D 2 5 5 3 4 4 6 6 2 5 6 7 55 | 0. *| 0.
DISTR. 0.0235* | 0.0873
F 5 2 1 4 3 3 0 1 5 0 1 0 25

P-Valor: Teste Exato de Fisher Generalizado pabelda r x c. *Os valores em negrito indicam difeeerestatistica
significante em nivel de 5%. SAP: Suspensdo agdesarépolis. T80: Tween 80. C+: Grupo controle fpasi Clorex:
Grupo Clorexidina. Infiltrado inflamatoério - intedside (0: ausente, 1: leve e 2: moderado). Qualifladeisente, C:cronico

e M: misto). Distribuicdo (0: Ausente, D: difusé efocal)

Tabela 2 - Cruzamento entre Infiltrado Inflamatd@am Subgrupos.
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Gréfico 3 — Incidéncia de Infiltrado inflamatériasente (0), leve (1) ou moderado (2) na regido
mesial nos subgrupos sacrificados em 15 dias.
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Gréfico 4 — Incidéncia de Infiltrado inflamatériasente (0), leve (1) ou moderado (2) na regido
mesial nos subgrupos sacrificados em 30 dias.

O mesmo raciocinio pode ser adotado para o subgvuC+) onde se verificou
comparativamente entre 15 e 30 dias que houve miteracdo entre os periodos, ocorrendo
apenas 1 caso a mais de infiltrado inflamatoérie lpara o periodo de 30 dias (comparar

grafico 3 e 4).
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Para o subgrupo tratado com Tween 80 (T80 5%) ped®bservado uma piora do
gquadro quando comparado os resultado de 15 e 80rdizelando que o veiculo da propolis
sozinho nao contribui como agente anti-inflamat¢ecmmparar grafico 3 e 4).

Em 30 dias, ainda pelo gréafico 4 observou-se quesén um aumento do processo
inflamatorio nos dentes tratados com propolis qoarmmparado com os resultados de 15
dias.

Em relacdo a qualidade do infiltrado inflamatan@ regido mesial o teste exato de
Fisher revelou diferencas entre os subgrupos apsmaseriodo de 15 dias onde pode ser
observado pela tabela 2 que houve um predominioétidas mononucleares com maior
incidéncia para os grupos testados com propolii¢gr5) (figura 13A). O melhor resultado
aparente do subgrupo IV deve ser visto com muitolaclo pelo que ja foi mostrado
anteriormente em relacdo a intensidade do infitratflamatério que se concentrou no

periodo de 30 dias.
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1 - ___

0_ T T T T T

SAP 0,1% A1l SAP 1% Al SAP 10% Al T80 5% Al C+Al  Clorex 2% Al

Gréfico 5 — Incidéncia do tipo celular entre osgupos sacrificados em 15 dias na regido mesial:
ausencia de céls. Inflamatdrias (0), células modeares (M) e células mononucleares e
polimorfonucleares (M/P).
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Quanto a distribuicdo das células inflamatoriastemdo na regido mesial embora
existam diferencas estatisticamente significarttege-se ressaltar que tanto no periodo de 15
como no periodo de 30 dias, as células se encordistnbuidas predominantemente de
forma difusa.

Assim, na regido mesial quando analisado o inditiranflamatério os melhores
resultados foram para todas as suspensfes de iprdpsiadas no periodo de 15 dias,
demonstrando infiltrado inflamatério leve e comuta$ mononucleares, enquanto que a
clorexidina a 2% obteve os melhores resultados @ndi&s, sugerindo a propriedade da
substantividade da clorexidina (LINDHE et al., 2D@®ossivelmente a acao anti-inflamatoria
da clorexidina foi alcancada de forma indireta ewnsequéncia de sua atividade
antimicrobiana.

Analisando a regido da furca, apenas o fator IIBAR (qualidade) indicou uma
diferenca significativa de proporcdes entre os sus para o periodo de 30 dias, ou seja,
existe uma relacdo entre os tratamentos com adaadalidos infiltrados inflamatérios. No
entanto, na regido de furca a presenca de infiltiaflamatério esta relacionada com a
presenca de perda 0ssea nessa regido. Assim, etatamlo anteriormente sobre a perda 6ssea
nessa regido verifica-se que a diferenca estatisiimificante ocorreu no periodo de 30 dias
também e que o subgrupo tratado com propolis a @fdfésentou menores perdas 6sseas
(figura 19). Assim o tipo celular encontrado nesgado revelou células mononucleares para
0 mesmo subgrupo com apenas dois dentes com igif@menquanto os outros subgrupos
apresentam um maior numero de casos com inflamefdio células polimorfonucleares
(gréfico 6).

O subgrupo IV (T80 5% B1) quando analisado quarerda ossea (grafico 2), foi o
subgrupo que apresentou as maiores perdas 6ssed8 dias na regido da furca, quando

verificado o tipo celular no mesmo periodo obsewmsmm equilibrio na quantidade de
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células polimorfonucleares e mononucleares (gr&)c@®e forma semelhante, o subgrupo V
(C+ B1), o qual também apresentou perdas 0sseadegana furca no periodo de 30 dias,

aqui se verifica maior indice de células polimoticeares.

6
5
4
3 mP
5 .~ mM/P
M
1 I —
O T T T T T T T T T T L
SAP0,1% B1 SAP1%B1l SAP10%B1 T805%B1 C+B1 Clorex 2%
B1

Grafico 6 — Distribuicdo dos tipos celulares daltiado inflamatério nos subgrupos sacrificados em
30 dias na regido da furca: polimorfonuclearesr{i®no e polimorfonucleares (M/P) e mononucleares

(M).

Na regido distal, os fatores que indicam difereegtatistica significativa em 15 dias
sdo a qualidade do infiltrado inflamatorio e suatriiuicAo. N&o houve diferenca
significativa quando analisado o periodo de 30.dias

Visualizando o gréafico 7 observa-se que apenasilogrepos testados com propolis
(SAP 0,1% Al e SAP 10% A1) apresentaram célulasomarieares, de forma semelhante ao
gue aconteceu na regidao mesial no mesmo periodd das e na regido de furca no periodo
de 30 dias e, quando comparadas as quantidadeduliescpolimorfonucleares, os mesmos
subgrupos apresentaram maior uniformidade de llis¢do das mesmas em comparacao aos
grupos IV (T80 5% A1) e V (C+ Al), onde ocorreuquiéibrio entre células mononucleares
e polimorfonucleares. No subgrupo da clorexidinergx 2% A1l) verifica-se maior nimero

de células polimorfonucleares em comparagdo cono®gtibgrupos.
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Comparando o subgrupo | (SAP 0,1% Al) e o subgMpdClorex 2% Al) em
relacdo a distribuicdo das células inflamatériasregido distal, o subgrupo | apresentou
distribuicdo focal (figura 21) enquanto o subgribapresentou distribuicdo difusa (tabela

2).

P

willl:

SAP 0,1% Al SAP 1% A1l SAP 10% Al T80 5% Al C+Al Clorex 2% Al

Grafico 7- Distribuicdo dos tipos celulares do infiltradélamatoério nos subgrupos sacrificados em
15 dias na regido distal: polimorfonucleares (R)nme polimorfonucleares (M/P) e mononucleares

(M).

4.1.3 Fibras gengivais

A regido da furca foi a Unica que ndo apresentferatica estatistica significativa
entre os tratamentos em nenhum dos tempos obser{Hsi@ 30 dias). As diversas dosagens
das substancias subgengivais ndo estdo assoc@aldffexentes tipos de fibras encontradas,
sendo que, de forma geral, houve um predominidibdess moderadas, o que é justificado

pela presenca do processo inflamatério nessa réfgiéca 21).
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No periodo de 15 dias as diferencas estatistigagfisativas so foram verificadas para
a regiao distal (FGD). Para o periodo de 30 disgliferencas foram na mesial (FGM) e na
distal (FGD), conforme tabela 3.

Quando analisamos anteriormente o infiltrado inf#&rio na regido mesial no
periodo de 30 dias foi constatado melhores resadtadm a clorexidina (Clorex 2% B1), no
entanto o numero de casos com fibras densas éomés numero de casos observados no
mesmo periodo para os subgrupos tratados com mopotjue sugere que a presenca da
propolis pode propiciar em longo prazo maior indud@ formacéo de fibras densas. Esse
pensamento pode ser reforcado quando verificam@sgrupo 1V (Tween 80 a 5%) apenas
1 dente apresentou fibras densas contra 6 modefadmsa 3), e dessa forma, nos grupos
tratados com propolis, o veiculo (Tween 80) podedatribuido para baixar a incidéncia de
fibras densas nos subgrupos tratados com propgahsia no periodo de 30 dias, o grupo
controle positivo, embora sem tratamento, tambére sias fibras na mesial verificadas
como densas (mesmo ndo ocorrendo alteragdo noagudidmatorio significativa entre 15 e
30 dias, ver tabela 2) e isso ndo pode ser explicach base nas nossas observagoes.

Na regido mesial predominaram fibras densas pdmstos subgrupos, havendo maior
incidéncia para os grupos tratados com as suspedsderopolis testadas em comparacao ao
grupo tratado com clorexidina a 2% no periodo ddi&s.

Quanto a regido distal (FGD), as associacOes gigtifas entre as diferentes
dosagens e os niveis de fibra nos dois periodanamos é apresentado no gréfico 9.

Em relagdo aos subgrupos tratados com clorexidloeek 2%) em 15 e em 30 dias as
fibras gengivais encontradas foram predominanteenemideradas o que é perfeitamente
aceitavel levando-se em conta que o infiltradamtitorio nesse subgrupo apresentou células

polimorfonucleares na maioria dos casos do periedbs dias.
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GRUPOS | I M v v VI _ | pvalor | P-valor
SAP | SAP | SAP | SAP | SAP | SAP| T80 | T80 Clorex| Clorex| 8 : ;
VARIAVEIS |0,1%[0,1%| 1% | 1% | 10%|10%| 5% | 5% ,EI (B:I 2% | 2% | 2 1‘?ADl')as 3c()BDl')aS
Al | BL | AL | B1 | A1 |B1| AL |B1 Al | B1
D| 7 6 3 6 5 5 5 1 7 2 55
FGM 0.0757 | 0.0095*
Mo 1 3 1 1 2 2 6 2 0 5 3 | 26
" D 1 0 2 1 1 2 0 0 0 3 1 1 12
é FGF |[E| O 0 1 0 0 O 2 0 0 0 0 0 3 0.2019 | 0.3057
E M| 2 2 2 3 6 3 5 6 6 2 6 4 47
D| 7 4 2 3 4 5 2 2 1 6 1 0 | 37
FGD |E| O 0 0 0 0O O 0 0 0 0 1 0 1 | 0.0072*| 0.0038*
M|l O 3 5 4 3 2 5 5 6 0 5 7 | 45

P-Valor: Teste Exato de Fisher Generalizado pabalaa r x c. *Os valores em negrito indicam difeeerestatistica
significante em nivel de 5%. SAP: Suspensao aqdespropolis. T80: Tween 80. C+: Grupo controle pasitClorex:

Grupo Clorexidina. D: Fibras densas. M: Fibras madas. E: Fibras esparsas.

Tabela 3 — Cruzamento entre Fibras com subgrupos.

Figura 21 — Fibras moderadas na regido de furcampbo no grupo | (A), grupo V (B) e grupo VII

(C) (H.E. 200x).
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Gréfico 8 — Incidéncia de fibras gengivais Densamesial nos subgrupos sacrificados em 30 dias.
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Gréfico 9 — Incidéncia de fibras densas (D) ou madkes (M) por subgrupo (regido distal)

No grupo controle positivo (C+) o infiltrado inflatdrio em 15 dias apresentava um
equilibrio de células mononucleares e polimorfoeads, assim a evolucdo de 15 para 30
dias no grafico 9 é plausivel, considerando que uem periodo de tempo mais curto
apresentou mais fibras moderadas e com a estghitizio processo inflamatoério periodontal

ocorreu a evolucéo para fibras densas em 30 dias.
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Considerando da mesma forma o estado inflamadiarigrupo tratado com Tween 80
em 15 dias (descrito anteriormente), em relacafibess ndo houve alteracdo entre 15 e 30
dias predominando fibras moderadas nos dois peyiodo

Na regido distal foram observadas as diferencas sighificativas, o grupo tratado
com clorexidina a 2% apresentou predominantemdtasf moderadas nos dois periodos de
tempo, enquanto as suspensbes de propolis a 0,1%0% apresentaram fibras
predominantemente densas.

Concordando com estes resultados, Silva et al.Oj28@aliaram o efeito da acdo de
extratos etanolicos na lamina propria da mucosallilecratos e sugeriram que a propolis ndo
provocou reacao inflamatdria e induziu a formac@debal, bem como a neoformacao
vascular e atividade fibroblastica do tecido cotiymsubjacente.

Correlacionando os resultados alcancados pelgessi@es testadas de préopolis na
mesial e na distal no periodo de 30 dias em com@areom os resultados da clorexidina a
2% sugere-se que em longo prazo a irrigagao dasad@eriodontais com as suspensodes de
propolis pode contribuir para uma acéo fibrobla&stiaior, favorecendo a formacao de fibras

densas.

4.1.4 Vasos Sanguineos

No tecido conjuntivo subepitelial a proliferacdasgular foi avaliada sendo que na
regido mesial e no periodo de 15 dias o subgru(®AP 0,1% Al) apresentou a menor
incidéncia de proliferacdo de vasos sanguineog @strsubgrupos testados com proépolis, o
que condiz com os resultados apresentados na talmlde a incidéncia de fibras gengivais
sao predominantemente densas para o0 mesmo sulEnigmra ndo tenha ocorrido diferenca
estatistica para a variavel fibras gengivais ngssédo. Esses resultados sdo compativeis

também com o que pode ser observado para a qualdiadnfiltrado inflamatério onde
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encontramos células mononucleares. Entretanto utogrigoos Il (SAP 1% Al) e lll (SAP
10% A1) a proliferacéo vascular foi observada am#omais acentuada.

No periodo de 15 dias e na regido distal, todossusgrupos apresentaram a
proliferacdo de vasos sanguineos com excecao dpugubl (SAP 0,1% Al) e esse resultado
€ condizente com o tipo de fibra gengival densasgmtado no gréafico 9, para o mesmo
periodo. Houve um predominio de vasos sem congastigrupos testados com prépolis, em
comparacdo ao grupo testado com clorexidina ona@elopminou a presenca de vasos
congestos (grafico 10).

Na regiao de furca e independente do periodordpdens vasos estavam congestos
sem diferencas estatisticas entre os grupos. Nemhla®m regides (Mesial, Furca e Distal)

revelou trombose nos vasos.
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Grafico 10 - Presenca (P) ou Auséncia (A) de vaaaguineos congestos nos subgrupos na distal.

4.1.5 Reabsorc¢fes Dentérias

Na tabela 4, verifica-se em 30 dias maior incidgérae reabsorcfes dentérias nos

subgrupos IV (T80 a 5% B1), V (C+ B1) e VIl (Clorg% B1) enquanto que os subgrupos
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tratados com propolis (SAP 0,1% B1, SAP 1% Bl e 38% B1) tiveram menor incidéncia

gue os grupos anteriormente citados. Entre as ntnagées de propolis testadas, o subgrupo |

(SAP 0,1% B1) apresentou a menor frequéncia desoegdo dentaria (grafico 11).

GRUPOS | [ 1T WY v VI _ [ P-valor [ P-valor
) SAP [ SAP [ SAP[ SAP | SAP[SAP| T80 [ T80 | ., [ o, | Clorex[Clorex| & |15 Dias| 30 Dias
VARIAVEIS |0,1%| 0,1%| 1% | 1% |10%|10%| 5% | 5% | ~1 | 51 | 2% | 2% | F o~ =il
Al | BL | A1 | BL | A1 | Bl | AL | BL Al | B1 (AD) | (BD
o A 3 6 1 4 2 4 0 1 4 2 2 1 [ 30
0.2906 | 0.0445*
x P 4 1 6 3 5 3 7 6 3 5 5 6 | 54

P-Valor: Teste Exato de Fisher Generalizado pdoalda r x c. *O valor em negrito indica diferengstaéistica. RD:
Reabsorcdes dentarias. SAP: Suspensdo aquosa adigprdp0: Tween 80. C+: Grupo controle positivo. I8ka Grupo

Clorexidina. A: Ausente. P: Presente.

Tabela 4 - Cruzamento entre Reabsor¢édo Dentarisosddubgrupos.
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Gréfico 11 — Presenca (P) ou auséncia (A) de RegliEs® Dentérias nos subgrupos com sacrificio em

30 dias.

4.1.6 Outras observacdes

O teste exato de Fisher nao revelou diferencaigtstat significativa para a presenca

ou auséncia de Restos Epiteliais de Malassez, Sequisseo e Osteoclastos, assim como
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também para o infiltrado inflamatorio no ligamerperiodontal, quando comparado as
substancias testadas.

Em relacdo aos tecidos epiteliais a principal afi@o observada foi a presenca de
exocitose e principalmente no tecido epitelial janal. Na regido de furca o epitélio de bolsa
(EBF) quando presente se mostrou com exocitose.

Também deve ser observado que a face mesial dwmla? mferior nos ratos é uma
face livre e portanto mais facil de autolimpezasiAssendo, na regido mesial encontrou-se
menos exocitose que na regido distal. A regidald@dr sua vez apresenta naturalmente
maior acumulo de biofilme e portanto maior exo@ta@pie a regido mesial, assim como
também maior infiltrado inflamatério que a regidcesial apos a inducdo da doenca
periodontal.

Este fato correlaciona-se com os resultados damgasou auséncia do biofilme. No
grupo VI, sem inducao da doenca, observou-se bgt@mente auséncia de biofilme. Nos
grupos induzidos a doenca e tratados observouesem 15 dias o menor indice de biofilme
foi a suspenséo de propolis a 0,1% entretantd@3@rdias foi a clorexidina a 2%. Analisando
os dois periodos de tempo a suspenséo de propdli®/aapresentou os menores indices de

biofilme (Apéndice C).

4.2 Grupo VI (controle negativo)

Para o grupo VI optou-se em fazer apenas uma ig&scidas caracteristicas
histolégicas do padrdo de normalidade dos tecigasgontais do rato, visto que sdo poucas

as informacdes encontradas na literatura.
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N&o foi observado perda 6ssea significativa naicefyirca e o nivel 6sseo apresentou-
se entre o terco cervical e médio com tendéncia paterco médio na regido mesial e
tendéncia para o terco cervical na regiao distale( 5).

Na regido mesial predominou auséncia de infiltraflamatoério (figura 23) enquanto
na regiao distal 50,0% dos casos apresentararradfl inflamatério moderado (figura 24) e
29,8% infiltrado inflamatdrio leve (tabela 6), cagual distribuicdo de células mononucleares
e polimorfonucleares e distribuicéo focal.

Os tecidos epiteliais gengival, sulcular e juncioda regido distal apresentavam
exocitose. Na regido mesial, apenas o epitélioguat apresentou-se com exocitose.

No tecido conjuntivo subepitelial predominantemeeteontrou-se fibras gengivais
densas na regidao mesial e na regido distal fibeagigais densas e vasos congestos (figura
24). Na regiao de furca, um Unico caso avaliadesgmtava fibras moderadas (tabela 7).

Sequestro 6sseo e osteoclastos ndo foram obsexwad®0% dos dentes. Em 96,4%
nao encontramos Restos epiteliais de Malassez &7¢6f n&o foi encontrado reabsorcdes
dentarias.

Em relacdo a descricdo histoldgica do grupo VI,cde®o com caracteristicas
semelhante foi realizada por Rodini (2005).

Comparando os resultados dos grupos experimentais & grupo VI (controle
negativo) verificou-se que mesmo com a inducaoa#ach periodontal, o periodo de 15 dias
de inducdo nao foi suficiente para promover degiubssea estatisticamente significativa na
regidao mesial onde continuou predominando o nisset0 na regido dé médio. Contudo, na
regido distal, a perda 6ssea foi mais significagiva nivel 6sseo deslocou-se da regiadsdo

cervical para a regido dé médio e sem diferenca estatistica significativaeens grupos.
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Figura 22 -Exemplar de dente do grupo VI mostramnivel 6sseo na mesial e distal no tergo cerv
A. Raiz distal (RD)B. Raiz mesi: (RM). Wivel 6sseo. (H.E. 40x).

.

Figura 23 - A.Mesial (H.E.@x). B. Regido do retanguaumentada sem exocitosebras gengivais
densas e auséia de infiltrado inflamatério (H.E.00x).
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Figura 24 - Distade dente do grupo VI mostrando epitélcom exocitose, fibras gengis densas
(F), vasos sanguineos cesgos(V) e infiltrado inflamatério moderadoom células mononucleare:
polimorfonucleares (setas). Juncao cerr-esmalte (J) (H.E. 400x).
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Sem perdaj] 0Osso ho Osso no Osso no | Perda 6sse{ Total
0ssea 1/3 cervial | 1/3 médio | 1/3 apical total
Mesial - 22 >3 - - 84
(26,2%) (63,1%) (100%)
Furca 83 ! - - - 84
(98,8%) (1,2%) (100%)
Distal i 56 25 1 2 84
(66,7%) (29,8%) (1,2%) (2,4%) | (100%)
TOTAL 83 79 78 1 11 252
Tabela 5 - Frequéncia de perda 6ssea no grupo VI.
Sem InfiItrad’o_ Infiltrad,o_ Infiltrad,o_ N0
infiltrado Inflamatorio | Inflamatoério | Inflamatoério avaliado Total
Leve Moderado Intenso
Mesial 63 16 3 i 2 84
(75%) (19%) (3,6%) (2,4%) | (100%)
Furca ! - - - 83 84
(1,2%) (98,8%) | (100%)
Distal 16 25 42 1 i 84
(19%) (29,8%) (50%) (1,2%) (100%)
Total 80 41 45 1 85 252

Tabela 6 - Frequéncia da intensidade do infiltiaflamatorio no grupo VI.

Fibras Fibras Nao Total
Densas| Moderadas| avaliadas
. 56 26 2 84
Mesial
(66,7%)| (31%) (2,4%) | (100%)
1 83 84
Furca -
(1,2%) (98,8%) | (100%)
Distal 60 24 - e
(71,4%) | (28,6%) (100%)
Total 116 51 85 252

Tabela 7 - Frequéncia de tipo de fibras gengivaigrnpo VI.
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CONCLUSOES

1. Analisando comparativamente os resultados podexgeris que a suspenséo de
propolis para tratamento da doenca periodontadnmditéria induzida demonstrou-
se eficiente, principalmente se considerarmos posta inflamatéria em curto
prazo (15 dias), associada a presenca de fibragvgéndensas, vasos sanguineos
sem congestao, auséncia de reabsorcfes dentpeedas 0sseas.

2. Entre as concentracdes testadas, a suspensdo adaosadpolis a 0,1%
apresentou melhor resultado e pode ser uma alianatura de tratamento da
doenca periodontal necessitando de estudos fupamt@sdemonstrar a viabilidade

biolégica de sua utilizacdo como coadjuvante reptartica periodontal.
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APENDICE A - Fluxograma das atividades e etapsexperimentais
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Figura 25 -Fluxograma das atividades e etapas experim.
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APENDICE B - Clivagem das pecas

Durante a descalcificagdo das pecgas com a utibzdgé&olucdo de Morse (50%
de solucao de citrato de sodio a 20% e 50% de &aiduco a 100%), por volta do 3° e
4° dia as pecas foram testadas para verificar atgya haviam sido descalcificadas,
através da introducdo de uma agulha, onde a meswaaia atravessar o tecido 0sseo
sem resisténcia. Quando as pecas atingiram um btadoede desmineralizacéo, o que

ocorria por volta do 4° dia, as mesmas poderianls@das.

A clivagem das pecas consistiu em 4 cortes secmisngara cada peca como

descrito a seguir:

1. Um corte na distal do 1° molar, ao centro do 2fampno sentido

vestibulo-lingual (figuras 26A e 26B);

2. Um corte na vestibular no sentido mesio-distale gerve para
eliminacdo de todo o tecido gengival da vestibfegura 26C

e26D);

3. Um corte na mesial do 1° molar no sentido vestitingual (figura

26E e 26F);

4. Um corte na transversal do longo eixo do dentdhase da peca, no
sentido mesio-distal eliminando metade do dentsiie (figura 26E

e 26F).

ApoOs a clivagem as pecas foram marcadas com tariguim em sua porcao
lingual e recolocadas em cassetes previamentdfidadbs e retornaram para a solucéo

de Morse para aguardar o final da descalcificacao.
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Figura 26 — Clivagem: (A) Antes do 1° corte, (B)spl® corte e fragmento distal a ser
eliminado, (C) antes do 2° corte, (D) apos 2° certeagmento vestibular a ser eliminado, (E)
antes do 3° e 4° corte e (F) apds 3° e 4° cortgyméntos mesial e apical a serem eliminados.



APENDICE C - Biofilme

MEDIA DE BIOFILME POR GRUPO

N
N

Média (0-3)
=
(9}

0,5

Grupos (1-7)

Gréfico 12 — Média do Biofilme por grupo experimental.
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Analisando o gréafico 12 por grupos experimentais, verifica-se que nao

existe a presenca de Biofilme no grupo VI (grupo controle negativo), o grupo

com menor média de Biofilme é o grupo | (SAP a 0,1%) e o grupo com maior

média de biofilme é o grupo IV (Tween 80 a 5%).

MEDIA DO BIOFILME POR SUBGRUPO (A)

2,50 -
2,14 2,00
2,00 -
1,43 143

1,50 1 1,14
100 - ® MEDIA
0,50 -

0,14 0,00
0,00 . . . . — .

1 2 3 4 5 6 7

Gréfico 13 — Média do Biofilme do por subgrupo no periodo de 15 dias.
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Analisando a presenca de Biofilme no periodo de 15 dias dos
tratamentos, verifica-se também que ndo existe a presenca de Biofilme no
grupo VI (grupo controle negativo), o grupo com menor média de Biofilme é o
grupo | (SAP a 0,1%) e o grupo com maior média de biofilme é o grupo IV

(Tween 80 a 5%).

MEDIA DO BIOFILME POR SUBGRUPO (B)

3,00 2,57
2,50 -
2,00 -

1,50 11,00 = MEDIA
1,00 - 0,57

0,50 T 0,00
0,00 T T T T T T T

Gréfico 14 - Média do Biofilme por subgrupo no periodo de 30 dias.

Analisando a presenca de Biofime no periodo de 30 dias dos
tratamentos, verifica-se também que ndo existe a presenca de Biofilme no
grupo VI (grupo controle negativo), o grupo com menor média de Biofilme é o
grupo VIl (Clorexidina a 2%) e o grupo com maior média de biofilme é o grupo

IV (Tween 80 a 5%).



APENDICE D — Modelo de ficha para avaliac&o histolgica

REGIAO )
VASOS SANGUINEOS
Ne RATO DENTOGENGIVAL | Furca FIBRAS GENGIVAIS
LAMINA Mesial Distal ERLIE Mesial Furca Distal
EG|ES|E/|EG|ES|EI| EB Mesial | Furca | Distal | PROLIF. | CONG. | TROMB. | PROLIF. | CONG. | TROMB. | PROLIF. | CONG. | TROMB.
N=NORMAL
SCORES/ A=ATROFIA O_f_ULSS/'\éTE E=ESPARSAS
e E=EXOCITOSE >-MODER | V=MODERADAS P=PRESENTE
H=HIPERPLASIA 3-_INTENSO D=DENSAS A=AUSENTE
Q=HIPERPARAQUERATOSE -

EG=Epitélio gengival, ES= Epitélio sulcular, EJ=po juncional, EB=Epitélio de bolsa, PROLIF.=Rfelacdo, CONJ.=Congestdo e TROMB.=Trombose.

Tabela 8 — Tabela utilizada no exame histopatotofié parte).
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Continuacéo da tabela 8:

INFILTRADO INFLAMATORIO LIGAMENTO
PERIODONTAL RESTOS ’
K PERDA OSEA
Mesial Furca Distal (INFILTRADO EPIT. DE REAEE:\JS%RREQO SE%LS’:;RO OSTEOCLASTOS
INFLAM.) MALASSEZ
INT. | QUAL. | DISTR. | INT. | QUAL. | DISTR. | INT. | QUAL. | DISTR. [ INT. [ QUAL. | DISTR. Mesial | Furca | Distal
INTENSIDADE: C=% CERVICAL
~ QUALIDADE: - _ o
0=AUSENTE A-AGUDO DISTRIBUIGAO: SCORES = DO b_PRESENTE M=% MEDIO b_PRESENTE
1=LEVE C_CRONICO F=FOCAL INFILTRADO ACAUSENTE A=% APICAL ACAUSENTE
2=MODERADO I\_/I—MISTO D=DIFUSO INFLAMATORIO - T=PERDA TOTAL -
3=INTENSO - SP=SEM PERDA

INT.= Intensidade, QUAL.=Qualidade e DISTR.=Distrité0
Tabela 9 — Tabela utilizada no exame histopatoto(fié parte).
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APENDICE E — Comité de Etica em Pesquisa Animal
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Figura 27 — Protocolo de inscricdo no Comité ded=¢i Pesquisa em Animais da UFAM.



