UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE INICIACAO
CIENTIFICA

Citotoxicidade e Alterac6es de cor em dentes humanos de Solucdes
Fitoterapicas da Amazénia

Bolsista: Geisy Reboucas Lima, CNPq

MANAUS
2011



_UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE INICIACAO CIENTIFICA

RELATORIO FINAL
PI1B-5/042/2010

Citotoxicidade e Alteractes de cor em dentes humanos de Solugdes

Fitoterapicas da Amazénia

Orientadora:

Profé. Dr?. Maria Fulgéncia Costa Lima Bandeira

Bolsista:

Geisy Rebougcas Lima - CNPq

MANAUS
2011



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 01: dente posicionado na cortadeira com disco de diamante ...........c.cccocevvrviininennn. 34

Figura 02: seccdo a cora da raiz do deNte..........ccooiiiiieieiieiese s 34

Figura 03: espectrofotdmetro. Fonte: http://www.wilcos.com.br/vita_easyshade_compact.php

ACESSO: LAJOT 20 .. ettt ettt 36

Figura 04: diagram do Espaco de cor CIELAB. Fonte: <www.cielab.com.au> acesso:

LAJOTI20L L.ttt bbb bbbttt bbb 48



Lista de Tabelas

Tabela 01 - Distribuicdo segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 10, 30
segundos e 10 minutos das solugdes testes em dentes hUMAaN0S..........cccovvererienieresee e 43



Lista de Graficos

Gréafico 01 —Percentagem da viabilidade celular das emulsdes de copaiba.............cccccvevveneee. 38

Gréfico 02 - Percentagem da viabilidade celular da suspensdo do extrato aquoso de propolis a

Gréafico 03 - Distribuicdo segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 10

segundos das solucBes testes em dentes NUMANOS .........cccveiveiieieiieiece e 40

Gréafico 04 - Distribuicdo segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 30

segundos das solugdes testes em dentes NUMANOS..........ooveiierieieiiere e 41

Gréfico 05 - Distribuicdo segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 10 minutos

das solugdes testes em dentes NUMANOS..........c.civeiiiieie e 42



LISTA DE ABREVIATURAS
A. mellifera — Appis mellifera
C.krusei- Candida krusei
C.albicans- Candida albicans
C.tropicallis- Candida tropicallis
C. guilhermodii — Candida guilhermondii
B.dracunculioflia - Baccharis dracuncunculioflia
D. ecastophyllum - Dalbergia ecastophyllum
E. aerogeneses - Enterobacter aerogeneses
E.faecallis - Enterococcus faecallis
E. coli- Echerichia coli
P.aeruginosa- Pseudononas aeruginosa
P. lineata - Phelsuma lineata
S.aureus- Staphylococcus aureus
S.epidermis- Staphylococcus epidermis
S. mutans- Streptococcus mutans
S. sanguinis.- Streptococcus sanguinis.
S.sobrinus- Streptococcus sobrinus
S. typhimurium- Salmonela typhimurium
CM - copaiba
P — extrato aquoso de propolis
CIM- Concentracdo Inibitoria Minima

A — produto biotecnoldgico oriundo da biodiversidade amazonica



SUMARIO
RESUMO ...ttt et e ettt e et e e e b e e et e e esbe e e e bt e e anbe e e et e e e ennae e e neeeannes 10
L. INTRODUGAD.........oieieieieeeeeeeeeeee ettt sa st s st en st san e 11
O ] N | N AV TSROSO 13
0 R T | SRR 13
2.2 ESPECITICOS. ...ttt ettt 13
3. REVISAO DA LITERATURA ... oottt e e ee e ee s en e ennens 14
4, MATERIAIS E METODOS.......o ottt ettt sttt s en e, 30
g I/ oo (=] (oI (=TS (Lo oSS 30
4.2 CONSIACIAGOES BLICAS. ... vevereeriiteieseete sttt ettt sttt sttt et bbb et e bt et et e b et st e e ebe st e 30
4.3 Critrios de INCIUSAOD. .....c.ucieieiiiesiecit ettt sttt e te e e e ese e e e saesaesresneareas 30
4.4 CriterioS e EXCIUSAD. ... .ceieeiieieieie ettt te e e et e e neeneeraeneeneenees 33
=TT g =) T oSSR 33
N S0 1SS 33
4.7 Avaliacao Atividade Hemolitica em eritr4Citos NUMAaNO0S ..........ccoveeieieeiiieeeese e 33
4.8 Teste de CUltUra de CEIUIAS .......c.cviiieeeeeeeee et 34

4.9 Influéncia do tempo de aplicacdo das solucbes testes na cor dos dentes

00T 4T oSSR 35
4.9.1 Confecgao d0S COPOS U8 PrOVA.......ccuervirieruierierieriiniesteeieeeeeesesteseesbe st sbe e sse e sae st sbesnesneas 35
4.9.2 Imerséo dos corpos de prova Na SOIUGAD TESLE ........eevvieeieeie e 37
e G B =T ) (0 W [N oo SRS 37

4.9.4 ANALISE ESTATISTICA 1ovvvveeeieeeieieieieie ettt ettt ettt ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeerereeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeneneneeees 38



B.RESULTADOS. ......oooveveseeeeseseeseesieesees s s ssaessessssssssssss s esssss s ssssssssssessss s ssssssssasssnssnnsss 39
B DISCUSSAD ...ttt na ettt en e 44
7. CONCLUSAQD ..ottt ettt 51
8. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES..........coivieriieeerioseeesssesieseessssssseesssesssssssssssssesssssnsns 52

O REFERENCIAS. ... oot oot e e e e e e e e et et e et e et e e e et e e et e e ee e er e e e e ar e 55



RESUMO

Os testes de biocompatiblidade envolvendo a aplicabilidade de um produto sdo importantes
para definir a viabilidade de utilizagcdo como agente de limpeza de cavidades durante um
procedimento restaurador, que visa remover 0s residuos que podem prejudicar a adaptacéo e o
vedamento marginal, reduzindo quantitativamente os microrganismos e seus produtos. O
objetivo desta pesquisa foi avaliar a citotoxicidade e a alteragdo de cor dos dentes humanos de
acordo com o tempo de aplicacdo das emulsdes e suspensées formuladas com o 6leo de copaiba
e extrato aquoso de propolis. No teste de hemdlise utilizou-se uma suspensao de eritrocitos. O
sobrenadante, apds a centrifugacdo, foi removido e a hemoglobina liberada foi medida com
auxilio de espectrofotdbmetro. No teste de cultura de células foram utilizados fibroblastos
murinos e o sinal fluorescente gerado foi proporcional ao nimero de células viaveis. Para o teste
de alteracdo de cor, foram utilizados 180 corpos de prova de dentes humanos, distribuidos em 6
grupos experimentais: G1- copaiba 10%; G2- copaiba 30%; G3- copaiba 10% + A; G4- copaiba
30% + A; G5- extrato de propolis 1%; G6- clorexidina a 2%. Foi realizada a leitura prévia e ap6s
a imersdo nas solucdes durante 10 segundos, 30 segundos ou 10 minutos de acordo com 0s
grupos experimentais, com auxilio de espectrofotdmetro com parametros do sistema CIE lab (L*
a* b*). Nos resultados do teste de alteracdo de cor foi utilizado o Kruskal-Wallis para
comparacdo nos diferentes grupos e Mann-Whitney para a comparagdo de duas medianas
(p=0,006). Todas as substancias testes apresentaram toxidade nos testes empregados, excetuando
a sustensdo de propolis no teste de hemdlise. O teste de cor demonstrou que o tempo de
aplicacdo pode interferir na alteracdo de cor dos dentes humanos e que a propolis apresentou
melhor resultado independente do periodo experimental.

Palavras-chave: cérie dentéria, fitoterapicos, citotoxicidade, espectrofotometria.
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1. INTRODUCAO

A cérie dental é reconhecida como uma doenca infecciosa e transmissivel aos tecidos
calcificados dos dentes, resultando em uma perda localizada dos tecidos duros. E considerada
multifatorial, que depende da interacdo fatores: o hospedeiro, representado pelos dentes e saliva,
a microbiota, a dieta consumida e o fator tempo (JORGE, 2007). Além dos fatores
biolégicos,comportamentais e socio-econdémicos influenciam na susceptibilidade do
desenvolvimento da lesdo carie, como a ma distribuicdo da renda, a falta de participacdo na
riqueza nacional, o desemprego, o atraso tecnoldgico em alguns setores e os elevados indices de
analfabetismo (FEJERSKOV; KIDD, 2005).

O preparo cavitério € o tratamento dado ao elemento dental anteriormente ao recebimento
do material restaurador que durante esse preparo se acumulam raspas de dentina e esmalte,
microrganismos, restos celulares e sangue, podendo interferir com a adaptacdo dos materiais
restauradores (PEREIRA et al., 1998).

Black foi quem idealizou uma sequéncia l6gica de procedimentos para o preparo da
cavidade restauradora, e o Ultimo procedimento a ser realizado € a limpeza cavitaria,
possibilitando a colocagdo do material restaurador em uma cavidade completamente limpa
melhorando a adaptacéo e o vedamento marginal da restauracdo (RODE e SANTOS, 1990).

A utilizagdo de plantas medicinais para fins terapéuticos é descrita desde os primérdios
da civilizacdo (DI STASI, 1996). As Copaibas sdo arvores nativas da regido tropical da America
Latina e Africa Ocidental (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002). Os trabalhos realizados sobre o
Género da Copaifera, em sua maioria, estdo relacionados com as suas propriedades quimicas e

farmacoldgicas do 6leo secretado do tronco dessas arvores (VALDEVITE, 2007).
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O emprego da propolis ja era descrito pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios,
tendo sido classificada por Aristoteles como um eficiente preventivo contra infec¢des no
tratamento de abcessos e feridas (GERALDINI et al., 2000; PEREIRA et al., 2002). A propolis
possui  funcdo bioldgica bactericida, antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria,
imunomodulatoria, hipotensiva, cicatrizante, anestésica, anticancer, anti-HIV e anticariogénica
(PARK et al., 2002 apud GHISALBERTI, 1979; BANKOVA et al., 1989; PARK et al, 1998;
PARK et al., 2000).

Tendo em vista que a copaiba (Copaifera Multijuga) e extrato aquoso de prépolis (CM e
P, respectivamente) sdo produtos da biodiversidade amazonica que cada vez mais atrai interesse,
devido as ac¢des antiinflamatéria, antiséptica, antibacteriana e antifingica, mostra-se interessante
formular um agente de limpeza de cavidade a base de copaiba e prépolis como uma alternativa
de produto de assepsia de uso odontoldgico.

Diante da importancia dos testes de compatibilidade biolégica e da possibilidade de
utilizar como agente de limpeza cavitaria propde-se analisar a citotoxicidade de uma emulsdo a
base do 6leo de Copaifera multijuga e de uma suspensdo de extrato aquoso de propolis e
observar a influéncia do tempo de aplicagdo destes produtos experimentais na alteracdo de cor

dos dentes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

» Auvaliar a citotoxidade e a alteracdo de cor em dentes humanas de acordo com o tempo
de aplicacdo das emulsdes a base do 6leo de copaiba (Copaifera multijuga) e suspenséo

de extrato aquoso de prépolis.

2.2 Especificos

» Analisar a toxidade das emulsdes de copaiba e suspensdo de prépolis através do teste de
Hemolise e de Cultura de células.
» Verificar alteracdes de cor em dentes humanos extraidos ap0os a imersdo em emulsdes de

copaiba e suspensdo de propolis em diferentes tempos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Limpeza de cavidade

Mondelli (2006) preconiza a necessidade do preparo cavitario, pois € esse tratamento
biomecanico da doenca céarie e de outras lesdes dos tecidos duros do dente que tornam as
estruturas remanescentes aptas a receber uma restauracdo que seja resistente, proteja e previna a
reincidiva de carie.

Segundo Black o altimo principio a ser observado em um preparo cavitario é a limpeza
da cavidade que visa remover, com eficacia, a maioria dos residuos que podem prejudicar a
adaptacdo da restauracdo impedindo a infiltracdo marginal, além de reduzir quantitativamente 0s
microrganismos (Rode e Santos,1990).

Quando a restauragdo € adesiva torna-se indispensavel o uso de um agente
desmineralizante como agente de limpeza de cavidade restauradora, o &cido fosférico 37%,
promovendo a completa remocédo da lama dentinaria, permitindo assim uma melhor penetracao
do sistema adesivo nos tdbulos dentinarios. Este tipo de restauracdo adesiva tem possibilitado a
manutencdo de estruturas frageis, as quais podem ser reforcadas; logo, a lavagem da cavidade
com agentes ndo-desmineralizantes tem sido indicada mais para torna-la asséptica do que para a
remocao de residuos. Os principais agentes ndo-desmineralizantes utilizados na préatica diaria séo
os germicidas, a base de clorexidina, e os alcalinizantes, a base de hidroxido de calcio
(BUSATO, 2002).

A clorexidina é uma bisguanida cationica com ampla atividade antimicrobiana. Os
produtos de higiene oral com clorexidina sdo os agentes mais efetivos em termos de duragéo e
espectro de acdo. Agem causando dano a membrana citoplasmatica, levando a lise celular das

bactérias, sendo bacteriostaticos ou bactericidas. Possuem afinidade por grande variedade de
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substratos e persistem nas superficies bucais devido a sua alta substantividade (HERRERA et al,
2003).

Araujo et al (1998) verificaram a atuacao de diversas substancias para limpeza dentinaria
através de microscopia eletbnica de varredura (MEV). Para sua realizacdo foram utilizados
dentes humanos seccionados e desgastados para obtencdo da lama dentinéria. Diante disso,
foram divididos em grupos para andlise das seguintes substancias: "spray" ar/agua (controle);
jato 6xido de aluminio m; &cido fosférico a 10%; acido poliacrilico a 25%; flGor fosfato
acidulado a 1,27%; fluoreto de s6dio neutro a 2%; &gua oxigenada a 3%; associacdo alternada de
Dakin/Tergensol; todos seguidos de lavagem e secagem, com excecdo do grupo controle. Os
espécimes foram analisados em MEV. As substancias mais eficientes na remogdo da lama
dentinaria em ordem decrescente foram: &cido fosforico 10%; acido poliacrilico 25%; fltor
fosdato acidulado 1,27%; jato de 6xido de aluminio 50 m; &gua oxigenada 3%; associacAo

alternada de Dakin/Tergenol; floreto de sddio 2%; “spray” ar/agua.

3.2 Copaiba

Yunes & Cechinel Filho (2001) relataram que a copaiba (Copaifera multijuga), ou
copaibeira € uma arvore de grande porte da familia Leguminosae encontrada em todo o Brasil. O
género Copaifera possui mais de 25 espécies, sendo a maioria encontrada na Ameérica do Sul.
Arvore mede até 36 metros de altura possui copa densa, casca lisa e fruste reto; produz de 2 a 3
kg de sementes.

Ferreira (1999), em reviséo de literatura, estudou que pela observacdo do comportamento
de certos animais quando feridos, esfregavam-se nos troncos das copaibeiras, entdo, os indios

passaram a utilizar a copaiba principalmente como cicatrizante e no umbigo de recem-nascidos
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para evitar o mal-dos-sete-dias. Os guerreiros quando voltavam de suas lutas untavam o corpo
com o 6leo da copaiba e se deitavam sobre esteiras suspensas e aquecidas para curar eventuais
ferimentos.

Veiga Junior et al (2001) relataram que a espécie Copaifera multijuga Hayne pertence a
familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae. Ocorre desde o médio Tapajds até a Amazo6nia
Ocidental (Amazonas, Acre e Ronddnia).

Leite (2001) mostrou que a Copaifera multija Hayne é uma arvore grande, podendo
chegar a 36 metros de altura, de copa densa e casca lisa (0,5 cm - 2,0 cm de espessura), fuste reto
(didmetro entre 40 a 50 cm), diferenciando-se das espécies do mesmo género pelas flores

maiores, brancas e pelo tamanho dos foliolos e dos frutos.

3.2.1 COMPOSIQAO E PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Segundo Soares et al (2003) os Oleos de copaiba sdo misturas de sesquiterpenos e
diterpenos. O acido copalico e os sesquiterpenos B-cariofileno ¢ o a-copaeno Sao 0s principais
componentes do 6leo.

Segundo Bandeira et al (1999b), o 6leo resina de CM apresenta em sua composicao
varios sesquiterpenos, principalmente p-cariofi leno, a-humuleno, cedreno, cadineno e
bisaboleno.

Plowden (2003) mostrou que as caracteristicas fisico-quimicas do Oleo-resina da
Copaifera multijuga Hayne € um liquido transparente, viscoso e fluido, com cheiro forte e odor
de cumarina, sabor acre e amargo. Pode ser armazenado por até 2 anos sem alterar as suas

propriedades podendo transformar-se em resina se exposto ao ar e a luz.
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3.3 Prépolis
3.3.1 COMPOSICAO

Ghisalberti et al (1979) em revisdo bibliografica relataram que os principais componentes
encontrados na propolis pertenciam ao grupo dos flavondides, de origem botanica. Os autores
descreveram que os flavondides isolados da propolis correlacionavam razoavelmente com os
presentes na flora nas quais as abelhas visitavam.

Park et al (2002) analisaram a prépolis produzida por abelhas Apis mellifera no sul do
Brasil, Argentina e Uruguai através de técnicas cromatograficas. Relataram que a composicao
da prépolis depende da época, vegetacdo e area da coleta. Apds os resultados obtidos por
CCDAE-FR, CLAE-FR E GG-EM, as propolis obtidas do Sul do Brasil foram classificadas em 5
grupos distintos. Com base nas evidéncias fitoquimicas, Papulus nalba foi identificada como a
principal fonte da prépolis do grupo 3 do Sul do Brasil, Argentina e Uruguai.

Alencar et al (2005) realizaram analises fitoquimicas de prépolis produzida através B.
dracunculifolia (alecrim-do-campo) por abelha Apis mellifera, utilizando as técnicas de
cromatografia liquida e gasosa com espectrometria de massas. Os autores relataram que uma
caracteristica dos compostos fendlicos das prépolis analisadas e da espécie vegetal B.
dracunculifolia foi a alta proporcao de artepilin C e potros derivados do acido cindmico. Com
base em suas analises concluiram que a espécie vegetal de B. dracunculifolia € a principal fonte
de resina para a elaboracéao das propolis produzidas nos estados de Minas Gerais e Séo Paulo.

Meneses (2005) em uma revisdo bibliografica relatou que os principais compostos
quimicos isolados da propolis até 0 momento foram: &cidos e ésteres alifaticos, acidos ésteres

aromaticos, acucares, alcodis, aldeidos, acidos graxos, aminoacidos, esteroides, cetonas,
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charconas e di-hidrocharconas, flavondides (flavondides, flavonas e flavononas), Terpendides,
Proteinas, vitaminas B1, B2, B6, C, E, bem como diversos minerais.

Daugsch et al (2007) analisaram a propolis vermelha e sua origem boténica através de
amostras coletadas nos manguezais dos estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e
Bahia. As abelhas foram observadas coletando exsudado resinoso vermelho de Dalbergia
ecastophyllum (familia Leguminosae-Papilionatae) para producdo de prépolis. Os métodos
cromatograficos utilizados para analisar os flavonoides da propolis e da resina vermelha foram
CLAE-FR e CCDAE-FR. Portanto, segundo os autores a origem botanica da propolis vermelha é
a D. ecastophyllum e quando é coletada exclusivamente desta planta apresenta atividade
antimicrobiana maior que a misturada de outras plantas. Nas areas onde a D. ecastophyllum foi
rara ou ndo estava presente, as abelhas coletavam de outras plantas.

Ishida et al (2011) avaliaram propolis da regido Amazodnica para analisar a composicao de
extratos de etandlico de prépolis. Foram analisados por HPLC / DAD / ESI-MS / MS e GC /
EIMS as amostras do extratos de etandlico de prépolis (E1-E4). Os componentes principais de
E2 e E4 sdo benzofenonas poliprenilados: 7 - epi-nemorosone, 7 - epi-clusianone (principais
constituintes E4), xantochimol e gambogenone (principais constituintes E2), formando um perfil
quimico, até agora nao declarada de propolis brasileira. Os extratos E2 e E4 foram altamente
ativa contra a bactéria cariogénica Streptococcus mitis, Streptococcus mutans e Streptococcus

salivarius.

3.3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
Azevedo et al (1986) avaliaram a atividade bactericida e bacteriostatica da prépolis

concentrada a 3% em tratamento das escaras de decubito e observaram que o medicamento
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ativou consideravelmente a regeneracdo dos tecidos, reduzindo o tempo e 0 custo usuais para
tratamento cléssico das lesdes.

Woisky, Giesbrecht e Salatino et al (1994) apresentaram resultados de testes in vitro de
inibicdo do crescimento de bactérias Gram-positivas, realizados com uma formulacdo que
contém extrato de prépolis, Oleos essencias, sacarose e glicose. Afirmaram que a acédo
antibacteriana observada é devida exclusivamente aos componentes da propolis, ndo atribuindo
qualquer participacdo aos componentes dos 6leos essenciais.

Fernandes Jr. et al (1995) estudaram a atividade antibacteriana in vitro da propolis sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida guilliermondii isolados das infec¢cbes humanas. Entre
0s microrganismos estudados 0s mais susceptiveis a prépolis foram S. aureus, C. tropicallis e C.
albicans.

Gebara et al (1996) avaliaram a acdo antimicrobiana de substancias naturais sobre S.
mutans e S. sobrinus. Os autores afirmaram que ja existe no mercado, substancia eficiente na
prevencao da cérie, a clorexidina, mas devidos aos seus efeitos colaterais, a mesma ndo pode ser
usada por um longo tempo. Com isto a procura por substancia “ideal” continua. As substancias
testadas foram: cacau, tominho, salva, malva e a propolis. O tominho, o cacau e a propolis
apresentaram atividade antibacteriana frente aos microrganismos testados, ja as tinturas de salva,
malva e camomila ndo apresentaram a mesma atividade. Na analise de inibi¢do do S. mutans e S.
sobrinus, a propolis apresentou resultado efetivo em menor concentracdo, 0,01 mg/mL. Esses
resultados sugerem a possibilidade do uso dessas substancias no controle das bactérias presentes

no biofilme dental.
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Park et al (1998 ) obtiveram extratos etandlicos de propolis utilizando agua e diferentes
concentragdes de etanol como solventes. Esses extratos foram analisados quanto ao seu espectro
de absorcéo por espectrofotometria na regido ultravioleta, por cromatografia em camada delgada
de alta performace e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O pico de absorcao
méaxima de todos os extratos foi a 290 nm sendo o extrato etan6lico a 80% o que apresentou
maior absorc¢do. A maioria dos flavonoides foram extraidos nas concentragGes alcdolica entre 60
a 80%. Foram testados ainda o efeito antimicrobiano, antioxidante e anflinflamatério desses
extratos. Verificou-se que os extratos etanolicos de propolis entre 60 a 80% inibiram
satisfatoriamente o crescimento microbiano e os extratos etandlicos a 70 e 80% apresentaram
grande atividade antioxidante, e ainda, o extrato etandlico a 80% foi a que melhor resultado
apresentou sobre a inibicao da atividade da enzima hialuronidase.

Bianchini e Bedendo (1998) avaliaram o efeito antibiético do extrato aquoso de prépolis,
em varias concentracbes em cinco espécies de bactérias fitopatogénicas: Agrobacterium
tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia chrysantheni,
Pseudomonas syringae pv. tabaci e Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Os resultados
mostraram que Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis e
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli foram completamente inibidas em meio de cultura
contendo 10% de extrato de propolis, a Erwinia chrysantheni foi parcialmente inibida, enquanto
Pseudomonas syringae pv. tabaci mostrou-se insensivel ao extrato. Resultados idénticos foram
observados quando propolis foi incorporado ao meio antes e apds a autoclavagem, mostrando
que a substancia ativa no extrato ndo e fotossensivel, com isso os autores concluiram que a

propolis possui atividade antibacteriana frente a bactérias fitopatogénicas.
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Fernandes Jr. et al (2001) investigaram a atividade antibacteriana da propolis produzida
por Apis mellifera e abelhas brasileiras sem ferrdo chamado “meliponineos”. Testes de
susceptibilidade ao extrato etanodlico da propolis foi realizado contra Staphylococcus aureus,
Enterococcus sp, e Escherichia coli, isolados de infecgdes humanas. As espécies de abelhas
utilizadas foram Nannotrigona testaceicornis ("Irai"), Tetragonisca angustula ("Jatai"), Trigona
spinipes ("Arapud"), Scaptotrigona sp ("Tiuba"), Partamona sp ("Cupira"), Melipona scutellaris
("Urucu™), Melipona sp ("Manduri"), e Melipona mandacaia ("Mandacaia™). Os resultados
demonstraram que a propolis produzida por “Cupira” e “manduri” apresentaram maior atividade
antibacteriana do que a A. mellifera.

Pinto et al (2001 ) relataram que o extrato etandlico de propolis comercial, os extratos
etandlico e, em menor proporc¢do, 0 metanodlico inibiram o crescimento das amostras de bactérias
Gram-positivas, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp. coagulase negativos e Streptococcus
agalactiae do leite de vacas com mastite, exercendo seu efeito antibacteriano.

Vargas et al. (2004) avaliaram a acdo antibacteriana da prépolis através da inoculagdo de
placas de agar BHI contendo 5% de extrato alcodlico de prépolis a 50% em solucdo de alcool
etilico 96°GL, com indculo bacteriano de 1 X 108 células.mL™. O extrato alcodlico de préopolis a
50% avaliado foi capaz de exercer acdo antibacteriana efetiva contra a maioria dos isolados
testados, inibindo o crescimento de 67,70% das amostras de Nocardia asteroides,
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Rhodococcus equi, Salmonella sp., Escherichia coli,
Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosas avaliadas. As bactérias Gram-positivas
mostraram-se mais sensiveis (92,6%) ao extrato testado do que as Gram-negativas (42,5%).

Dentre as bactérias avaliadas, Nocardia asteroides foi a Gram-positiva mais sensivel (100%) e
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Pseudomonas aeruginosas a Gram-negativa que apresentou maior sensibilidade (72,41%) ao
extrato de propolis.

Andréa, Costa e Clarton (2005) em uma revisdo bibliografica citaram que a propolis
possui atividade antiinflamatoria, antimicrobiana, antiprotozoaria, anticancerigena, antiflngica,
acdo antioxidante e efeitos anestésicos.

Grégio et al.(2005) analisaram a capacidade da propolis no processo de reparo de lesdes
ulceradas na mucosa bucal de ratos, utilizando 60 ratos wistar divididos em dois grupos: o
controle que receberam aplicacBes topicas de soro fisioldgico e o tratado que receberam
aplicacdes topicas do extrato alcodlico de propolis. Os grupos foram separados em grupos de 6
animais para avaliacdo nos periodos de 2, 7, 14, 21 e 42 dias. As lesdes ulceradas foram
induzidas quimicamente pela aplicacéo diaria de hidréxido de sddio 40% na mucosa que reveste
a lingua de cada animal. Ap6s a constatacdo da formacdo da lesdo os grupos receberam 0s
materiais e foram esperados cada periodo experimental. Os autores concluiram que o extrato
alcodlico da prépolis promoveu uma aceleracdo nos fenémenos relacionados a cicatrizagéo.

Uzel et al. (2005) analisaram a atividade antibacteriana de quatro amostras de extratos
etandlicos de propolis (EEP) de diferentes regides. Os microrganismos testados foram: S.
mutans, S. sobrinus, S. aureus, S. epidermis, E. faecallis, E. aerogenes, E. coli, C. albicans, C.
krusei, C. tropicalis, S. typhimurium e P. aeruginosa. Todas as amostras mostraram atividade
antimicrobiana. Os principais componentes das amostras das propolis foram os flavonoides.
Todas as amostras estudadas continham flavondides similares, mas componentes individuais
foram detectados, isto pode explicar a diferenca na concentracao final nos testes CIMs.

Almeida et al. (2006) avaliaram a a¢do de uma solugéo anti-septica do extrato de prépolis

sobre os indices clinicos e contagem de S. mutans. A atividade antimicrobiana do extrato foi
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realizada em meio de cultura solida para determinar a CIM utilizando cepas de S. mutans. A
partir da CIM do extrato foi confeccionada uma solugdo para bochecho de prépolis (6,25%), a
qual foi utilizada como solucéo teste e comparada com um controle positivo clorexidina (0,12%).
Os resultados demonstraram significativa reducdo do nimero de S. mutans ap6s o uso da solucéao
de prépolis ndo diferindo da solucéo de clorexidina. A solucdo do extrato de propolis apresentou
satisfatoria atividade antimicrobiana e acdo semelhante a clorexidina, além de atuar sobre
condices clinicas como a presenca do biofilme oral e doenca gengival, podendo ser empregado
como agente terapéutico.

Longhini et al (2007) observaram a atividade antifungica de extratos alcodlicos e
glicdlicos de propolis através da determinacdo da concentracdo inibitdria minima utilizando
como base o método de microdiluicdo em caldo. Para o teste foram utilizadas 67 leveduras de
interesse médico isoladas de casos clinicos de onicomicoses de pacientes atendidos no
Laboratério de Pesquisa em Andlises Clinicas e a Candida Albicans que foi o controle. Os
autores concluiram que tanto os extratos alcodlicos quanto o glicolicos mostraram atividade

antifungica, sendo os extratos alcodlicos mais eficiente do que os glicolicos.

3.4 Testes de Compatibilidade Bioldgica

Os testes de biocompatibilidade sdo regulamentados pela FDI/ADA, com objetivo de
evitar ou minimizar desperdicio e tempo consumido no experimento clinico, atingindo nao
somente a economia, eficiéncia e trabalho, mas eliminar a possibilidade de efeitos a longo prazo
de determinadas substancias locais ou sistemicamente no homem. Estes testes compreedem trés
niveis: testes iniciais que avaliam a toxicidade geral; testes secundarios que analisam a
toxicidade local do tecido, e 0 Usage test que é realizado em animais ou em seres humanos

reproduzindo a aplicagdo clinica de tais materiais (ISO/Techinal Report 7405).
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AFDI e a ADA tém colaborado nos ultimos anos para criar aceitagdo mundial de
padronizacdo e especificacGes para os materiais odontoldgicos. A maioria dos fabricantes serios
tém seguido essas recomendagdes, no entanto, h& necessidade de padronizacdo dos testes similar
aos das propriedades fisicas e quimicas dos materiais, para avaliacdo das propriedades
biologicas. Todos os fabricantes e seus fornecedores devem produzir materiais que proporcionem
seguranca e eficiéncia. E desnecessario dizer que deve-se criar urgentemente testes padrdes para
aceitacdo bioldgica de materiais (ISO/Techinal Report 7405).

Estudos adicionais tém sido realizados para aperfeigoar os testes “in vivo”. O
desenvolvimento aperfeicoado dos testes “in vitro” t€ém fornecido melhor correlagdo com a
situacdo “in vivo” e tém recebido considerdvel atencdo. Importante passo para o consenso
internacional sobre os métodos de testes foi apresentado pela FDI e ADA, fornecendo
recomendac0es praticas padronizadas para testes bioldgicos de materiais dentarios (ISO/Techinal
Report 7405).

Autian (1974) relatou que a toxicidade inerente dos materiais tem implicacdo de risco a
salde do homem, somente se as condi¢bes de contato permitir que os efeitos toxicos sejam
realizados, além disso, igual beneficio pode ser de baixo ou alto grau de toxicidade, assim o risco
beneficio deve ser avaliado. Toxicidade sdo injurias a efeitos quimicos e forgas fisicas sobre
sistemas bioldgicos. Também avaliou os materiais odontoldgicos em trés niveis de testes: Nivel
I: abrange uma serie de testes pré-clinicos, estudos em animais e sistemas “in vitro”; Nivel II: “In
use” teste em animais com material a ser usado. Este teste procede duplicacdo do processo para
ser usado quando o material for aplicado em pacientes; Nivel I11: realizados em humanos, apés a

realizacdo dos nivel | ell e comprovacéo da baixa toxicidade do material.
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3.5 Toxicidade Geral ou Citotoxicidade

3.5.1 ATIVIDADE HEMOLITICA

Pequeno e Soto-Blanco (2006), avaliaram a eficacia do teste de acdo hemolitica in vitro
para avaliacdo preliminar da toxicidade de plantas toxicas usando espécies de toxicidade
conhecida(Crotalaria retusa, Ipomoea asarifolia, Ipomoeafistulosa, Datura stramonium, Nerium
oleander, Ricinus communis, Lantana camara, Dieffenbachia picta e Alocacia sp. e Calotropis
procera). Todas as espécies foram submetidas ao teste de atividade hemolitica utilizando uma
suspensdo de equino e nenhuma planta apresentou hemolise, concluiram que a utilizacéo do teste
de hemdlise é ineficaz para avaliacdo preliminar de plantas toxicas.

Péssoa et al (2007) , avaliaram a toxicidade aguda e os efeitos citotdxico e esposmolitico
dos liofilos de Pomacia lineata e de sua desova. Um dos testes utilizado para a avaliacdo do
efeito citotdxico foi o da atividade hemolitica em eritrdcitos isolados em ratos, nos quais 0s
eritrocitos sedimentados foram resuspensos em 0,5 mL de solucdo de Crebs. Os liéfilos de P.
lineata e de sua desova foram adicionados em preparac@es de diferentes concentracfes(1, 10,100
e 1000 mg/ mL e posteriormente incubados por 1 hora sob agitacdo constante. As suspensdes
foram centrifugadas a 500 rpm por min. Concluiram que os li6filos de P. lineata e de sua desova

ndo apresentavam atividade hemolitica até a concentracdo de 1000 mg/mL.

3.6 Teste de Cultura de Células
Cruz et al (1998) compararam a sensibilidade do método de difuséo em agar e do método
de extragéo utilizando as linhagens celulares RC-IAL (células fibroblasticas de rim de coelho) e

HelLa (células epiteliais de carcinoma do colo do utero humano), na avaliagdo da citotoxicidade
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in vitro de materiais de uso médico-hospitalar. Houve diferencas favoraveis ao método de
difusdo em &gar em duas concentragBes, isto €, a sensibilidade deste método foi
significantemente maior, por inspec¢do, em relacdo ao método de extracdo, além de se constituir
em método mais simples de ser realizado.

Rogero et al. (2003) avaliaram in vitro a biocompatibilidade de diferentes tipos de
biomateriais. Realizaram o teste de citotoxicidade em cultivo de células de tecido conectivo de
camundongos, NCTC Clone 929 da American Type Culture Collection. O estudo comparativo
do ensaio de citotoxicidade foi realizado com duas metodologias: 1) ensaio de difusdo em éagar e
2) ensaio de incorporagdo do vermelho neutro. Os resultados obtidos demonstraram que ambas

as metodologias podem ser utilizadas, de acordo com o tipo de amostra a ser analisada.

3.7 Alteracao Cromatica

Fondriest (2003) apresentou a classificacdo tridimensional de cor descrita por Albert
Munsell. As trés dimensdes sdo Matiz (Hue), Brilho (Brightness), e Saturacdo (Chroma). Matiz é
a qualidade que distingue uma familia de cores da outra. E especificada como o comprimento de
onda de luz dominante mesmo que a cor em si ndo possa ser distinguida. O brilho é a quantidade
de luz que retorna do objeto, sendo descrito como a escala do branco para o preto. A saturacao é
a intensidade da matiz.

Em revisdo de literatura, Joiner (2004) afirmou que o fendmeno da cor é uma resposta
psicofisica para a interacédo fisica da energia de luz com um objeto, e uma experiéncia subjetiva
de um observador individual. A cor de um dente € determinada pela combinacéo de propriedades
Opticas. Quando a luz encontra um dente, quatro fendmenos associados com a interacdo do fluxo

de luz e do dente podem ser descritos, a transmissao especular da luz através do dente, reflexao
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especular de luz na superficie, reflexdo difusa de luz na superficie e absorcéo e dispersdo de luz
dentro dos tecidos dentais.

Caneppele et al (2009) avaliaram in vitro o clareamento dental com perdxido de
carbamida (PC) 16% em dentes submetidos a embebicdo em substancias com corantes durante o
tratamento. Foram utilizados 40 incisivos bovinos, divididos em 4 grupos de acordo com o
tratamento: G1, G2, G3 e G4 — clareamento com PC 16% 8 horas/dia durante 14 dias. Com
espectrofotémetro clinico foram medidas as coordenadas de cor L*a*b* dos dentes, antes e ap0s
os tratamentos (1° e 14° dias). Os resultados foram analisados estatisticamente pelo Teste t de
Student, ANOVA e Teste de Tukey (p<0,05), e mostraram diferengas estatisticas entre as
situacOes iniciais e finais, para todas as coordenadas em cada condicéo experimental. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos que sofreram clareamento e embebicéo nos corantes (2, 3
e 4) e o grupo submetido somente ao clareamento (1 - controle). Concluiu-se que a embebigéo
dos dentes em solugbes com corantes ndo afetou o resultado do tratamento clareador.

Cardoso et al (2007) avaliaram in vitro, influéncia do tempo de aplicacdo do peroxido de
carbamida a 10% no resultado da cor dos dentes, através do espectrofotdmetro. Trinta pré-
molares extraidos foram envolvidos neste estudo, divididos aleatoriamente em 3 grupos. O
tempo de aplicacdo didrio do agente clareador variou em: GI- 1h; GlI- 2h e GlII- 8h. A
determinacdo da cor dos espécimes foi realizada antes e apds o tratamento clareador através
espectrofotometro (VITA Easyshade 2, Vident, Brea, CA, USA). Ap6s o teste ANOVA,
observou-se que ndo houve diferenca estatistica para a variavel tempo de aplicacdo nas
coordenadas L*, a*, b* e AE. Concluiu-se que o tempo de aplicacdo de 8h deve ser substituido

pelo de 1h ou 2h, pela similaridade na mudanca de cor dos 3 grupos.
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Alma-Dozi et al (2007 ) avaliaram a eficacia e precisdo de cinco dispositivos
padronizados para medicdo de cor em dentes comercialmente disponiveis em ambientes
clinicos. Em um estudo in vitro, as guias (Al, A2, A3, A3.5, A4 e escala de Vita Lumin) foram
medidos cinco vezes com cinco dispositivos eletronicos (ShadeScan, Easyshade, lkam,
IdentaColor 11, e ShadeEye) por dois operadores. Em um estudo in vivo, os dentes incisivos
centrais superiores de 25 estudantes de odontologia foram medidos com os mesmos dispositivos
eletrdnicos por um dnico operador. Os resultados foram expressos como CIE lab (valores e em
termos de precisdo e exatiddo das diferencas de cor AE). No teste in vitro foi utilizado o teste
estatistico Mann-Whitney, e no teste in vivo, o teste de Kruskal-Wallis. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa foi encontrada entre os diferentes operadores na em estudo in
vitro. A precisdo obtida foi em ordem decrescente foi Easyshade, ShadeScan, lkam,
IdentaColor, ShadeEye.

Lindsey, Wee (2007) determinaram a perceptibilidade e aceitacdo das diferencas de cor
analisados pelo sistema STD. Doze profissionais de odontologia (quatro de cada um
dos seguintes grupos: dentistas, auxiliar de consultorio dentario, prétese e técnicos) e quatro
pacientes foram avalaiados. As diferencas de cor do dente (AE) foram medidos em cada um dos
trés eixos principais de espaco de cor CIELAB. Ndo houve diferencas entre os individuos dos
grupos. Andlise dos dados com base no SDT, que leva as taxas de um resultado falso, com
alteracdes maiores.

Costa e Silva et al (2009) avaliaramin vitroa estabilidade de corde resinas
compostas quando  expostas a bebidas com teores elevadosde coloragdo da regido
amazonica. 240 amostras de quatro marcas diferentes compostos de matiz A3 foram

confeccionadas em uma matriz de acrilico. A cor inicial foi registrada e em seguida as amostras
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foram divididas em quatro grupos(n = 15): G1 (café), G2 (suco de acai), G3
(guarand energético) e G4 (controle - agua destilada). As amostras foram expostas asolugdes
de DES (6HS) e RE (18hs). As amostras foram imersas nas solucdes de coloragdo para 15
minutos diarios. Apo6s 7 dias, 15 e 30, novos registros fotograficos foram feitos . As imagens
foram analisadas utilizando Corel PHOTO-PAINT 12 software para identificar as cores através
do sistema HSB. O teste de Kruskal-Wallise testest (p<0,05) demonstraram diferencas
significativas na cor (matiz, saturacdo e brilho). Os resultados revelaram que nenhum
dos compostos testados apresentaram estabilidade de cor quando expostos a solugbes de

coloragdo, e que a regido amazonica bebidas mostrou se menos coloracdo mais café.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo de Estudo

O delineamento desta pesquisa é do tipo prospectivo, primario e experimental, para
avaliar citotoxicidade e alteracdo de cor em dentes humanos das emulsbes a base do dleo de

copaiba e suspensdo de propolis

4.2 Consideracoes éticas

A pesquisa foi realizada em Manaus, na Universidade Federal do Amazonas, no
Laboratorio de Pesquisa da Faculdade de Odontologia e no Laboratério de Atividade
Biologica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. A metodologia da pesquisa consiste em
avaliar a citotoxidade e a alteracdo de cor dos dentes humanas de acordo com o tempo de
aplicacdo das emulsdes a base do dleo de copaiba (Copaifera multijuga) e suspensdo de
prépolis. Foram necessarios 90 dentes humanos higidos selecionados aleatoriamente, extraidos
por razBes ortoddnticas. O projeto foi aprovado sobre 0 CAAE- 0312.0.115.000-08 Comité de

Etica em Pesquisa - CEP/UFAM conforme o parecer em anexo.

4.3 Critérios de inclusao

Foram incluidos elementos dentérios higidos (dentes livres de carie e/ou restauragdes),
extraidos por razbes ortoddnticas, sendo terceiros molares erupcionados, provenientes de

pacientes de idade e género aleatdrios.

4.4 Critérios de exclusao
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Foram excluidos elementos dentarios que apresentaram cérie, restauracdes, trincas ou

fraturas.

4.5 Beneficios

A producédo de solugdes de lavagem de cavidades a base 6leo de copaiba e de prépolis
viabilizara sua utilizacdo durante os procedimentos restauradores. Devido as propriedades
antimicrobianas, acredita-se que essa solucdo podera contribuir na diminuicdo da incidéncia de
carie recorrente através da diminuicdo da quantidade dos microrganismos presentes na cavidade
antes da insercdo do material restaurador. Além disso, proporcionard a comprovacao da eficicia
de um fitoterapico da biodiversidade Amazénica e a possibilidade de sua introdugdo na

Odontologia.

4.6 Riscos

A utilizacdo de elementos dentarios extraidos ndo implicou em nenhum risco ao paciente,

uma vez que os dentes foram removidos da arcada dentaria por razGes ortoddnticas ou cirdrgicas.

4.7 Avaliacdo da Atividade Hemolitica em Eritrocitos Humanos

Esta metodologia foi realizada de acordo com o descrito por Malpezzi et al (1993), e
permite avaliar o potencial das substancias em causar lesbes na membrana plasmatica da célula,
seja pela formacéao de poros ou pela ruptura total.

Para obtencdo da solucdo de eritrécitos humanos, coletou-se cerca de 3 mL de sangue

venoso em tubo contendo citrato, centrifugou-se, retirou-se o plasma e, do concentrado de
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hemécias foi transferido 1 mL para uma proveta contendo 99 mL de solug&o fisioldgica 0,9 %,
obtendo-se entdo uma solucgéo de eritrdcitos a 1%.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 cavidades, em que em cada poco foi
adicionado 30 pL da substancia diluida em salina e 270 pL de suspensdo de eritrocitos. As
substancias foram testadas nas concentragdes de 10 pL/mL. Para controle positivo foi utilizado
0 Triton X (que corresponde a inducdo de 100% de hemolise) e para controle negativo utilizou-
se somente salina.

Incubou-se a placa por uma hora a 37°C e, depois centrifugou-se a mesma a 1500 rpm por
10 minutos. Apos centrifugacéo, transferiu-se o sobrenadante para outra microplaca de 96 pocos
para a leitura da absorbancia no espectrofotdmetro de placa no comprimento de onda de 540
nm. A atividade da substancia teste foi determinada comparando-se aos controles positivo e

negativo.

4.8 Teste de Cultura de Células

A citotoxicidade dos produtos foram testados contra (fibroblastos murinos) NHI3T3,
através do ensaio de Alamar Blue™ (AHMED et al, 1994). As células foram cultivadas em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 xg/mL de
estreptomicina e 100 U/mL de penicilina, e incubados a 37 ° C, com uma at mosfera de 5% de
COa.

Apos as células cultivadas terem atingido uma confluéncia entre 70 a 100% ocorreu o
processo de tripsinizacdo e a contagem das mesmas em camara de Neubauer. Para o0s
experimentos, as células foram semeadas em placas de 96 pogos (2,5 x 10* células/ 100uL

/pogo), durante 24 h, periodo necessario para que ocorra a adesdo das células na placa, a 37° C,
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com uma atmosfera de 5% de CO». Em seguida, 100uL dos produtos foram adicionados a cada
pogo, na concentracdo de 5 uL/mL, e as células incubadas durante 72 h, nas mesmas condi¢oes
ambientes.

Os pocgos controles positivos receberam somente meio de cultura. O experimento foi
realizado em triplicata. Trés horas antes do final da incubago, 10 uL de Alamar Blue™ 0,02%
foi adicionado a cada pogo. O sinal de fluorescéncia foi monitorada através de um leitor
multiplaca usando comprimento de onda de excita¢cdo 530-560 nm e 590 nm de comprimento de
onda de emissdo. O sinal fluorescente gerado a partir do ensaio foi proporcional ao nimero de

células vivas na amostra, de acordo com 0 ensaio.

4.9 Influéncia do Tempo de Aplicacdo das Substancias Testes na Alteragao

de Cor dos Dentes Humanos

4.9.1 CONFECCAO DE CORPOS DE PROVA

A confecc¢do dos corpos de prova seguiu a metodologia proposta por Aradjo et al (1998).
Para este estudo, foram utilizados 90 dentes humanos extraidos por razBes ortoddnticas e/ou
cirurgicas para a confeccdo de 180 corpos-de-prova. Ap6s a extracdo, os dentes foram
armazenados em timol 2% por um periodo minimo de 24 horas, a fim de descontamina-los. A
coroa foi separada da raiz ao nivel da juncdo amelo-cementaria, com o auxilio de uma cortadeira
(PRESI Mecatome, Grenoble-France, p100) ajustada com disco de diamante dupla face (Figura
01 e 02). O segundo corte foi para a sec¢do da coroa no sentido mésio-distal,obtendo-se dois
corpos de prova a cada dente seccionado. Cada corpo de prova foi armazenado em recipientes

individuais contendo agua deionizada e mantido a temperatura de £37 °C.
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Figura 01 — dente posicionado na cortadeira com disco de diamante

Figura 02- seccdo a cora da raiz do dente

Os corpos-de-prova foram distribuidos de acordo com 0s seguintes grupos experimentais:
Grupo I- 10 corpos-de-prova imersos na emulsdo de copaiba 10% nos periodos de 10
segundos, 30 segundos e 10 minutos;

Grupo Il- 10 corpos-de-prova imersos na emulsdo de copaiba 30% nos periodos de 10
segundos, 30 segundos e 10 minutos;

Grupo I11- 10 corpos-de-prova imersos na emulsdo de copaiba 10% + A nos periodos de
10 segundos, 30 segundos e 10 minutos;

Grupo V- 10 corpos-de-prova imersos na emulsdo de copaiba 30% + A nos periodos de

10 segundos, 30 segundos e 10 minutos;
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e Grupo V- 10 corpos-de-prova imersos na suspensdo de extrato aquoso de propolis 1%
nos periodos de 10 segundos, 30 segundos e 10 minutos;
e Grupo VI (Controle)- 10 corpos-de-prova imersos na solucdo de clorexidina a 2% nos

periodos de 10 segundos,30 segundos e 10 minutos;

4.9.2 IMERSAO DOS CORPOS DE PROVA NAS SOLUCOES

TESTES

Os corpos de prova foram imersos nas substancias testes durante 10 segundos, 30

segundos ou 10 minutos de acordo com 0s grupos experimentais.

4.9.3 LEITURA DE COR

Anteriormente ao tratamento foi realizada a leitura da cor dos dentes no tempo inicial
(To) de cada corpo de prova. A cor foi determinada através dos parametros do sistema CIE lab
(L* a* b*), no qual L* indica a luminosidade onde a média varia de O (preto) para 100 (branco) e
0 a*e b* o matiz, sendo que 0 a* representa a saturacdo no eixo vermelho-verde e o b* a
saturacdo no eixo azul-amarelo. A comparacdo da alteracdo de cor dos dentes antes e apds as

substancias testes foi dada pela diferenca de cor que foi representada pela equacgéo:

AE* ab= ( (AL*)?* (Aa*)?+ (Ab*)? ) %5 onde:
AL*=1*1_ |.*0 (leitura apds o uso da solu¢do menos a leitura prévia)
Aa*=a*!-a*®  (leitura apds o uso da solugdo menos a leitura prévia)

Ab*=b*! _b*0  (leitura ap6s o uso da solugdo menos a leitura prévia)
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Foi utilizado para a mensuragdo objetiva da cor o aparelho VITAEasyshade

(Easyshade®, Vivadent, Brea, CA, USA), (Figura 03).

Figura 03: espectrofotdmetro
FONTE: <http://www.wilcos.com.br/vita_easyshade_compact.php>

acesso: 14/07/2011

4.9.4 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis quantitativas foi calculada utilizando a mediana e os quartis (Qi), pois 0s
dados ndo apresentavam distribuicdo normal ao nivel de 5% de significancia. Na comparacéo das
medianas foi aplicada a estatistica de teste de Kruskal-Wallis para comparagdo nos diferentes

grupos e Mann-Whitney para a comparacao de duas medianas (VIEIRA, 2004).

O software utilizado na analise foi o programa Epi-Info 3.5.3 para Windows

desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC (www.cdc.gov/epiinfo). O nivel de

significancia fixado para aplicagdo dos testes foi de 5%.


http://www.cdc.gov/epiinfo
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacéo da Atividade Hemolitica em Eritrocitos Humanos

A atividade hemolitica em eritrécitos humanos demonstraram que a suspensao aquosa de
propolis a 1% e seus veiculos (agua e tween 80) ndo apresentaram atividade hemolitica
proporcionando uma média de 14,04% (DP * 5,52%) e 7,42% (D P % 3,77%) de lise celular,
respectivamente.

A emulsdo de copaiba nas diferentes concentracfes, 10% e 30%, apresentaram atividade
hemolitica proporcionando 99,11% (DP +24,61%) e 120,48% (DP +27,29%), respectivamente,
de lise celular.

A copaiba in natura e seus veiculos ndo apresentaram hemolise proporcionando 4,38%

(DP £ 4,61%) e 6,98% (DP+ 2,99%) de lise celular, respectivamente.

5.2 Teste de Cultura de Células

Os resultados da cultura de células das emulsGes da copaiba e suspensdo de extrato

aquoso de prépolis a 1% estdo expressos nos graficos 01 e 02 respectivamente.
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Gréfico 01 —Percentagem da viabilidade celular das emulsdes de copaiba

O grafico 01 demonstra que o 6leo de copaiba in natura reduziu a viabilidade celular em
94%. As emulsbes de copaiba a 10% com e sem A e a emulsdo de copaiba a 30% com A a 1%
reduziram a viabilidade celular semelhante ao éleo in natura. A emulsdo de copaiba a 30% sem
A apresentou maior viabilidade celular (84%).

Os resultados da cultura de células da suspensdo do extrato aquoso de prépolis 1% estéo

expressos no grafico 02.
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Grafico 02- Percentagem da viabilidade celular da suspensdo do extrato aquoso de prépolis a 1%.

O grafico 02 demonstra que a suspensao de propolis a 1% reduziu a viabilidade celular

em 94%.

5.3 Influéncia do Tempo de Aplicacdo das Substancias Testes na

Alteracéo de Cor dos Dentes Humanos

Os resultados do teste de alteracdo de cor das emulsdes de copaiba nas diferentes

concentracdes e da suspensao de propolis estdo expressos nos graficos 03, 04 e tabela 1.



39

25 4
p = 0,006 (Teste de Kruskal-Wallis)

N
o
1

[
(951
1

13,73

[
o
1

(6]
1

Score da alterag&o de cor (10 segundos)

3,21 el 3,48 3,16

3,60
T ' I T J
0 a a a b a

Grupos Clorexidina Copaibal0% Copabal0%+A Copaiba30% Copaiba30%+A Prépolis

Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel de 5%

Grafico 3. Distribuicao segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 10 segundos
das solucdes testes em dentes humanos, Manaus — AM.

O Gréfico 3 demonstra que no periodo de 10 segundos 0s grupos experimentais da
Clorexidina, Copaiba a 10%, Copaiba a 10% + A, Copaiba a 30% + A e a prépolis ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre si na alteracdo de cor dos dentes humanos
(AE). A emulsdo de Copaiba a 30% apresentou maoir alteracdo de cor dentes humanos (AE) em
relacdo aos grupos experimentais sendo significativamente diferente.
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Gréfico 4. Distribuicao segundo a mediana do score da alteracéo de cor final em 30 segundos
das solucdes testes em dentes humanos, Manaus — AM.

O gréafico 4 demonstra que no periodo de 30 segundos 0s grupos experimentais da

Copaiba a 10% + A e a prépolis apresentaram menor alteracdo de cor nos dentes humanos (AE)

sendo semelhantes entre si . A clorexidina e a copaiba a 30% + A foram semelhantes entre si. A

copaiba a 10% e a 30% apresentaram maior alteracdo de cor nos dentes humanos (AE) e foram

semelhantes entre si p<0,05.
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Gréfico 5. Distribuicdo segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 10 minutos

das solucdes testes em dentes humanos, Manaus — AM.

O grafico 5 demonstra que no periodo de 10 minutos 0s grupos experimentais da
Clorexidina, Copaiba a 30% + A e a prépolis apresentaram menor alteracdo de cor nos dentes
humanos (AE) sendo semelhantes entre si. A copaiba a 10% e a 30% apresentaram maior
alteracdo de cor nos dentes humanos (AE) e foram semelhantes entre si. A copaiba a 10%.+ A foi
semelhante a todos 0s grupos esperimentais, apresentando, no entanto, menor alteracdo de cor
nos dentes humanos (AE) em relacéo a copaiba a 10% e a 30% p<0,05.
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Score
10 segundos 30 segundos 10 minutos
Grupos Med Q1/Q3 Med Q1/Qs3 Med Q1/Qs3 p*
Clorexidina 3,602 1,93/4,32 3,812 1,51/4,68 1,22° 0,85/1,80 0,009
Copaiba 10% 3,21 2,24/6,11 10,00 3,98/12,72 7,41 2,66/14,69 0,059
Copaiba 10% + A 3,88 1,96/5,66 2,70 1,97/3,57 3,08 2,20/5,52 0,703
Copaiba 30% 13,73 7,28/20,12 8,35 4,05/17,87 7,49 5,12/21,86 0,532
Copaiba 30% + A 3,48 2,08/6,19 4,39 2,12/5,62 3,03 2,04/4,06 0,802
Prépolis 3,16 2,53/8,32 2,13 1,58/3,00 2,98 2,32/4,09 0,145

* Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis; Med = Mediana; Qi = quartis. Letras distintas indicam diferenca estatistica ao nivel
de 5% de significancia.

Tabela 1. Distribuicdo segundo a mediana do score da alteracdo de cor final em 10, 30 segundos e 10
minutos das solugdes testes em dentes humanos, Manaus — AM.

A tabela 1 demonstra que nos periodos experimentais todas as substancias testes
apresentaram alteracdo de cor nos dentes humanos (AE), sendo que a clorexidina foi a Unica que
apresentou diferenca estatistica significativa p<0,05.

Comparando os grupos experimentais nos periodos foi verificado que em 10 segundos a
copaiba a 10% e a prdpolis apresentaram menor a alteracdo de cor nos dentes humanos (AE).
No periodo de 30 segundos foram a copaiba a 10% + A e a propolis e em 10 minutos essa

alteracdo foi verificada na clorexidina, copaiba a 10% +A, copaiba a 30% + A e na propolis.
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6. DISCUSSAO

Inimeras plantas medicinais tém sido utilizadas sem bases cientificas solidas que
demonstrem sua eficiéncia e seguranga (FACURYet al, 2004).

Existem poucas pesquisas cientificas sobre testes de compatibilidade bioldgica utilizando
fitoterapicos, visando eliminar a possibilidade de efeitos locais ou sisttmicos no homem. Esse
fato estimulou a realizacdo desta pesquisa com objetivo de analisar a citotoxidade de produtos da
biodiversidade amazbnica e alteracdo da cor em dentes humanos visando uma possivel
introducdo na odontologia.

O teste de citotoxicidade in vitro € um sistema biolégico onde os materiais testes
demonstram o efeito direto em cultura de células. As vantagens dessa metodologia sdo: o
controle ambiental das células, a facilidade, rapidez na execucdo e baixo custo (MARTINS,
2005).

O teste de cultura de células mostrou que todas as formulacdes foram toxicas
ocasionando a diminuicdo da viabilidade celular.

A avaliagdo da atividade hemolitica em eritrécitos humanos demonstrou que a suspensao
aquosa de propolis a 1% e seus veiculos ndo apresentaram atividade hemolitica.

A emulsdo de copaiba nas diferentes concentracfes, 10% e 30%, apresentaram atividade
hemolitica. A copaiba in natura e seus veiculos ndo apresentaram hemolise.

Os resultados acima relatados da suspensdo aquosa de propolis a 1% e da copaiba in
natura e seus veiculos ndo causaram lise celular nos eritrocitos, portanto estas substancias

poderdo ser consideradas dentro do padrao aceitavel de citotoxicidade.
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Esses resultados divergiram dos resultados de Almeida (2008) ao analisar a atividade
hemolitica em eritrocitos humanos utilizando extratos etandlicos de prépolis. Este estudo é
continuacdo dos resultados apresentados por Almeida (2008) demonstrando evolugdo das
pesquisas em andamento podendo, no futuro, apresentar potencialidade de uso topico como
agente de limpeza de cavidades. Ressalta-se que ainda ha necessidade de mais estudos e
aperfeicoamento da formulagdo para atingir os objetivos propostos.

Associando os resultados da cultura de células e os resultados da hemdlise em eritrocitos
humanos sugere-se que a toxicidade na cultura de células possivelmente ndo esté relacionada a
lise celular e sim a outra etiologia presentes nas solucgdes testes que necessita de investigagéo.

Apesar da alta toxicidade na cultura de células da prépolis e do 6éleo de copaiba, existem
varios estudos demonstrando as atividades bioldgicas destas substancias, tais como:
antibacterianos, antiinflamatérias, antisséptica, cicatrizante e antitumoral para a copaiba
(BANDEIRA, et al. 1999) e para a propolis atividade antimicrobiana, antioxidante,
antiinflamatdria, imunomodulatoria, hipotensiva, cicatrizante, anestésica, anticancer, anti-HIV e
anticariogénica (PARK et al., 2000;Ishida,2011). Os resultados destas pesquisas e das que estdo
em andamento reforcam a hipétese da correlagdo da alta citotoxicidade com a existéncia de
alguma atividade bioldgica dos produtos analisados.

O veiculo utilizado na formulacdo das emulsdes e suspensdao foi o Tween, que é um
sulfactante ndo-ibnico, toxico para as membranas bioldgicas, constituido por ésteres de &cidos
graxos de polioxietileno sorbitol.O Tween utilizado como veiculo foi toxico na cultura de
ceélulas, isto possivelmente esta relacionado a sua capacidade de alterar a morfologia e a
superficie da parede celular devido a sua acdo detergente, contribuindo para o resultado toxico

das emulsdes e suspensdo (DOMINGUES et al. 2000).
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Da Silva et al (2008) concordaram que a cor do dente € um fenbmeno complexo, no
qual a percepcdo total é influenciada por vérios fatores como condi¢cdes de iluminacéo,
translucidez, opacidade, brilho, e limitacfes do olho e cérebro humano. Também afirmaram que
um dente é composto de camadas estratiformes e semitranslicidas de esmalte e dentina que
absorvem, refletem, transmitem, ou refratem parte da luz incidente, assim produzindo a cor do
dente.

Os espectrofotometros tém grandes vantagens sobre as escalas de cor, pois a leitura de
cor é objetiva, repetitivel, quantificavel e rapidamente obtida (JOINER, 2004). Os dados obtidos
pelos espectrofotdmetros ndo sao totalmente a prova de erros, podendo sofrer alteracbes devido a
dispersdo da luz nas superficies curvas dos dentes. Este fato delineou a padronizacdo da
metodologia deste estudo, onde foi confeccionado um dispositivo para acoplar a ponta do
espectrofotdmetro e posicionar 0s corpos de prova, visando a leitura na mesma regido evitando a
dispersdo da luz.

Correlacionando os testes in vitro para in vivo simula realizar a leitura da cor da dentina
em cavidade classe V em um incisivo anterior, devido a confec¢do dos corpos de prova no
sentido mésio distal. Outro cuidado delineado nesta metodologia foi a obtencéo de superficies
lisas durante o corte dos dentes com disco de diamante.

Considerando que as propriedades Opticas da dentina determinam a cor do dente este
estudo foi realizado em utilizando corpos de prova de dentina (TEN BOSCH et al. 1995).

Neste estudo, a cor dos corpos de prova foi mensurada utilizando o espectrofotdmetro
Vita Easy-Shade (Vita Zahnfabrik, Alemanha), que automaticamente fornece os valores de L*,
a* e b*. Este método tem como vantagem a eliminacdo da subjetividade da analise,

proporcionando resultados mais precisos. O Sistema CIE L*a*b* se baseia na teoria de
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percepcao de cor a partir em trés diferentes receptores de cor nos olhos (vermelho, verde e azul),
sendo atualmente considerado como um padréo internacional para mensuragfes de cor. Neste
sistema existem trés eixos ou coordenadas L, a e b, permitindo a definicdo numérica da cor e a
diferenciacdo existente entre duas cores, atraves do célculo matemético do AE (diferenga de cor).

A vantagem do sistema CIE L*a*b* é que as diferencas de cor sdo expressas em
unidades que podem ser relacionadas a percepg¢éo visual e significancia clinica. (O’BRIEN et al,
2003).

Analisando os resultados no periodo de 10 segundos foi observado que todas as
substancias alteram a cor dos dentes humanos (4E) sendo semelhantes entre si que a copaiba a
30% apresentou maior alteracdo com significancia estatistica entre os grupos.

Comparando os periodos de 30 segundos e 10 minutos a copaiba a 10% e a 30%
apresentaram maior alteracdo de cor nos dentes humanos (AE) e foram semelhantes entre si. Em
30 segundos os grupos experimentais da Copaiba 10% + A e a propolis apresentaram menor
alteracdo de cor nos dentes humanos (AE) sendo semelhantes entre si, enquanto que em 10
minutos a Clorexidina, Copaiba a 30% + A e a prépolis apresentaram menor alteracao de cor nos
dentes humanos (AE) sendo semelhantes entre si.

Comparando 0s grupos experimentais em todos os periodos foi verificado que: em 10
segundos a copaiba a 10% (AE= 3,21) e a propolis (AE= 3,16) apresentaram menor a alteracdo
de cor nos dentes humanos (AE); No periodo de 30 segundos foram a copaiba a 10% + A (AE=
2,70) e a propolis (AE= 2,13) e; em 10 minutos essa alteracdo foi verificada na clorexidina
(AE=1,22), copaiba a 10% +A (AE= 3,08), copaiba a 30% + A (AE= 3,03)e na préopolis (AE=

2,98).
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Analisando os resultados na perspectiva da clinica diaria de percepcédo visual, os valores
de AE igual ou menor que 3,3 é considerado clinicamente insignificantes, ou seja a alteracéo de
cor dos dentes humanos seriam imperceptiveis clinicamente (LEONARD et al. 1998). Baseado
nestes fatos as substancias testes onde a alteracdo na cor dos dentes ndo seriam perceptiveis
clinicamente foram: em 10 segundos a copaiba a 10% e a propolis; em 30 segundos a copaiba a
10% + A e a propolis e; no periodo de 10 minutos a clorexidina, a copaiba a 10% + A, copaiba a
30% + A e a propolis.

Estes resultados foram analisados seguindo o sistema e diagrama CIELAB (Figura 04)

com a seguinte equacao:

AE* ab= ( (AL*)?* (Aa*)?+ (Ab*)? ) %° onde:
AL*=L*'— |.*0 (leitura apds o uso da solucdo menos a leitura prévia)
Aa*=a*1- g*0  (leitura apds o uso da solucdo menos a leitura prévia)

Ab*=b*! _b*0  (leitura apos o uso da solugdo menos a leitura prévia)

L=100

L=0

Figura 04: diagram do Espaco de cor CIELAB

Fonte: <www.cielab.com.au> acesso: 14/07/2011
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Onde valor de L* é a medida de luminosidade ou claridade de um objeto e é quantificado
numa escala tal que o preto perfeito tem um valor de L* igual a zero, enquanto que o branco total
tem um valor de L* igual a 100. Existem ainda dois componentes cromaticos que representam a
variacdo de matiz e croma. Como luminosidade € o fator mais importante na determinacéo da
cor, 0 aumento nos valores de L* nos grupos Copaiba 30% + A e a Copaiba 10% + A nos
periodos de 10 e 30 segundos e a prépolis nos periodos de 30 segundos e 10 minutos revela que
houve clareamento no uso dessas substancias (Anexo 02), (TOUATI et al, 2000)

O eixo a* € medido do avermelhado (a* positivo) ao esverdeado (a* negativo), variando
respectivamente de +120 a -120. O valor de a* apds a imerséo tornou-se positivo (tendéncia para
0 eixo vermelho) para todos os grupos no tempo de 10 segundos e tornou-se negativo (tendéncia
para o eixo verde) para o grupo da Clorexidina no tempo de 30 segundos e Copaiba 10% no
tempo de 10 minutos.

O eixo b* é medido do amarelado (b* positivo) ao azulado (b* negativo), variando
respectivamente de +120 a -120. Os valores negativos do b* em todos 0s grupos expressam que
houve uma tendéncia para o eixo da cor azul, a qual denota sensacdo de cor mais clara
(LEONARD et al. 1998).

Estudos demonstraram que quando usado prolongadamente a clorexidina ocorre a
pigmentacdo das superficies dos dentes e da lingua. Segundo Pontefract et al. (2004), essa
pigmentacdo é devido a precipitacdo de produtos de interacdo da clorexidina com pigmentos
oriundos dos alimentos, como café, cha e vinho nas superficies orais.

A utilizagéo da clorexidina no presente experimento, foi em forma de solucdo de limpeza
de cavidades, tempo curto e em superficies dentarias limpas justificando o ndo manchamento da

estrutura dentaria.
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A utilizagdo de um produto biotecnoldgico oriundo da biodiversidade amazdnica para
potencializar as emulsdes de copaiba contribuiu significativamente para reducdo da alteragdo de
cor das emulsdes testadas expressos nos valores de AE. Entretanto ndo foi encontrado na
literatura pesquisas que justifique a ocorréncia desta alteracdo na cor dos dentes.

Esta pesquisa demonstrou que existe a viabilidade de utiliza¢do clinica das substancias
testes devido aos resultados apresentados principalmente na alteracdo de cor nos dentes
humanos, necessitando de mais estudos na compatibilidade bioldgica, na farmacotécnica e nos

ensaios de propriedades fisicas e mecanicas.
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7. CONCLUSAO

Baseados na metodologia empregada foi possivel concluir:

1. Todas a substancias testes apresentaram toxidade nos testes empregados, excetuando a
sustensdo de prépolis no teste de hemolise, havendo necessidade de mais estudos de

compatibilidade bioldgica e de farmacotécnica.

2. As substancias testes apresentaram viabilidade de utilizagcdo, demonstrando que o tempo
de aplicacdo pode interferir na alteracdo de cor dos dentes humanos. Analisando
comparativamente pode-se inferir que a propolis apresentou melhor resultado

independente do periodo experimental.
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AE_10segundos : Substancia
AE = diferenca de cor entre TO (leitura inicial) e T1 (Leitura final)

Minimo 25% Median 75% Maximum

Clorexidina 1,1874 1,9339 3,5977 4,3174
Copaibal0% 1,4765 2,2450 3,2077 6,1164
Copaibal0%+A 1,44911,9647 3,8757 5,6604
Copaiba30% 3,7121 7,2801 13,7315 20,1209
Copaiba30%+A 1,3416 2,0833 3,4771 6,1927
Propolis 0,6164 2,5298 3,1543 8,3223

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=
Graus de liberdade =
Valor p=

Lo 10segundos : Substancia
Lo = coordenada da luminosidade inicial

6,9123
12,0108
10,1143
23,5128
15,2381
15,8316

16,3311
5
0,0060

Minimo 25% Median 75% Maximum

Clorexidina 44,9000 48,9000 62,8500 65,3000
Copaibal0% 36,5000 41,7000 45,1500 48,4000
Copaibal0%+A 56,4000 59,7000 63,8500 69,9000
Copaiba30% 42,6000 43,8000 52,4500 60,0000
Copaiba30%-+A 54,0000 58,7000 62,8000 68,7000
Propolis 56,0000 64,4000 66,1000 72,2000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=
Graus de liberdade =
Valor p=

Lf 10segundos : Substancia
Lf = coordenada da luminosidade final

69,9000
63,6000
71,9000
64,0000
75,5000
76,5000

26,4245
5
0,0001
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Minimo 25% Median 75% Maximum

Clorexidina 41,7000 48,5000 60,0000 65,3000
Copaibal0% 33,7000 38,2000 46,0000 49,5000
Copaibal0%-+A 54,1000 58,8000 64,7000 71,5000
Copaiba30% 30,5000 36,3000 47,4500 56,1000
Copaiba30%-+A 51,2000 55,3000 61,6000 67,0000
Propolis 49,3000 59,7000 63,7500 69,3000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=
Graus de liberdade =
Valor p=

a0_10segundos : Substancia
a0 = coordenada do eixo amarelo-azul inicial

68,6000
62,6000
77,1000
65,9000
76,5000
87,0000

22,1204
5
0,0005

Minimo 25% Median 75% Maximum

Clorexidina -3,7000 -1,5000 3,6000 6,0000
Copaibal0% 1,6000 7,2000 7,5500 8,6000
Copaibal0%+A -3,7000 0,8000 1,4500 8,0000
Copaiba30% 2,1000 2,5000 6,7000 8,2000
Copaiba30%-+A -4,0000 0,1000 0,7000 9,4000
Propolis -4,5000 0,0000 0,6000 5,1000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=
Graus de liberdade =
Valor p=

af_10segundos : Substancia
af = coordenada do eixo amarelo-azul final

9,5000
8,8000
9,9000
9,1000
9,8000
7,1000

10,5697
5
0,0606

Minimo 25% Median 75% Maximum

Clorexidina -4,1000 -1,0000 4,2000 6,5000
Copaibal0% 1,8000 6,6000 7,1000 8,4000

7,4000
9,0000
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Copaibal0%+A -3,0000 1,2000 2,4500 8,6000 10,3000
Copaiba30% 2,4000 3,0000 4,5000 7,5000 11,0000
Copaiba30%+A -1,5000 0,5000 2,80009,7000 10,9000
Propolis -3,4000 0,2000 1,70005,9000  7,1000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 8,9006
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,1131

bo_10 segundos : Substancia
bo = coordenada do eixo verde-vermelho inicial

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 26,2000 32,9000 39,6000 49,8000 56,1000
Copaibal0% 36,7000 39,1000 40,2500 45,6000 46,7000
Copaibal0%-+A 31,7000 34,7000 40,3500 50,5000 51,5000
Copaiba30% 32,5000 41,1000 42,2000 45,4000 45,6000
Copaiba30%-+A 29,5000 33,6000 40,4500 47,9000 51,3000
Propolis 25,9000 29,5000 34,6000 45,0000 48,5000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 3,1792
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,6724

bf 10segundos : Substancia
bf = coordenada do eixo verde-vermelho final

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 24,8000 34,4000 36,4000 46,5000 57,3000
Copaibal0% 35,1000 37,1000 38,9500 39,5000 43,7000
Copaibal0%-+A 30,8000 35,4000 42,9000 48,7000 51,7000
Copaiba30% 27,7000 29,9000 37,4500 42,0000 47,6000
Copaiba30%-+A 29,9000 30,9000 42,5000 49,4000 53,2000
Propolis 24,8000 33,1000 38,7500 44,7000 50,2000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 2,5841
Graus de liberdade = 5



AL 10segundos : Substancia

Valor p=0,7638

AL = diferenca da luminosidade final menos a inicial

Minimo 25%

Median 75% Maximum

Clorexidina -6,3000 -1,4000 -0,1500 0,5000  0,6000
Copaibal0% -9,9000 -2,8000 -1,3000 1,9000  2,9000
Copaibal0%+A -9,5000 -0,2000 1,6500 3,8000  5,5000
Copaiba30%  -22,5000 -14,9000 -5,9500 5,6000 10,1000
Copaiba30%-+A -13,8000 -5,5000 0,9000 1,5000  4,3000
Propolis -11,2000 -5,4000 -2,4000 -1,3000 10,5000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 6,1825
Graus de liberdade = 5

Aa_10s : Substancia

Valor p=0,2889

Aa = diferenca entre a coordenada do eixo amarelo-azul final menos o inicial

Minimo 25%
Clorexidina -2,9000 -0,8000
Copaibal0%  -1,3000 -0,3000
Copaibal0%+A -0,5000 -0,3000
Copaiba30%  -4,3000 -2,8000
Copaiba30%+A 0,1000 0,4000
Propdlis -0,2000 0,1000

Median 75% Maximum
0,1000 0,5000  1,1000
0,0000 0,2000  0,7000
0,4000 0,6000  2,3000
0,05001,8000  4,2000
0,7500 2,0000  4,0000
0,75001,3000  5,4000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 12,1585
Graus de liberdade = 5

Valor p= 0,0327

68



Ab_10s : Substancia

Aa= diferenca entre a coordenada do eixo verde-vermelho final menos inicial

Minimo 25% Median 75%
Clorexidina -4,2000 -3,3000 -2,5000 -1,0000
Copaibal0% -6,8000 -5,7000 -1,9000 -0,1000
Copaibal0%+A -4,6000 -2,2000 0,3500 1,5000
Copaiba30% 14,8000 -11,2000 -6,2000 -0,1000
Copaiba30%+A -6,0000 -0,1000 0,9500 1,7000
Propolis -2,2000 -0,6000 1,2500 3,7000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)
Graus de liberdade
Valor p

AE_30s : Substancia

Maximum
2,2000
1,2000
3,6000

10,7000
2,5000
9,8000

= 15,0604
= 5
= 0,0101

Minimo 25% Median 75% Maximum

Clorexidina 0,9220 1,5089 3,8109 5,6807
Copaibal0% 1,5780 3,9812 10,0065 12,7165
Copaibal0%+A 0,70711,9748 2,7079 3,5749
Copaiba30% 3,5171 4,0546 8,3538 17,8762
Copaiba30%+A 0,7483 2,1237 4,3887 5,6258
Propdlis 0,4472 1,5843 2,1300 3,0017

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)
Graus de liberdade

29,3508
31,6338

8,3247
21,3995
10,7303
11,7686

= 18,6013
= 5

Valor p= 0,0023

Lo_30s : Substancia

Minimo 25% Median 75%
Clorexidina 52,0000 55,8000 61,1500 68,8000
Copaibal0% 39,0000 44,4000 56,9500 65,7000
Copaibal0%-+A 55,1000 59,2000 63,8000 66,7000
Copaiba30% 39,1000 45,1000 53,9500 62,4000
Copaiba30%-+A 54,9000 58,8000 62,9500 65,4000

Maximum
81,7000
82,9000
73,7000
69,0000
75,3000
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Propdlis 52,5000 60,2000 64,6500 69,2000 80,9000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 7,9913
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,1567

Lf 30s : Substancia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 47,7000 55,6000 61,3500 64,7000 69,5000
Copaibal0% 34,8000 37,6000 52,0500 58,8000 79,9000
Copaibal0%+A 57,3000 58,6000 65,1000 70,7000 75,6000
Copaiba30% 35,6000 40,0000 48,7000 56,0000 65,2000
Copaiba30%-+A 51,4000 55,9000 62,7500 67,7000 78,7000
Propolis 50,7000 60,9000 63,9000 71,3000 83,3000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 17,7912
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0032

a0_30s : Substancia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -1,3000 -1,0000 0,65002,1000 10,7000
Copaibal0%  -2,6000 1,5000 5,9500 8,0000  8,2000
Copaibal0%+A -3,4000 0,3000 1,1500 8,6000 10,2000
Copaiba30%  -0,7000 3,0000 3,70006,1000 10,5000
Copaiba30%+A -3,8000 0,3000 0,7500 8,4000  9,6000
Propolis -2,4000 1,0000 3,10006,0000  7,9000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 3,4003
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,6385



af _30s : Substancia

Minimo 25% Median 75% Maximum

Clorexidina -1,9000 -1,3000 0,5000 1,9000
Copaibal0%  -1,8000 2,3000 7,3000 7,6000
Copaibal0%+A -3,3000 1,9000 2,4000 9,1000
Copaiba30%  -0,5000 3,7000 5,1000 6,4000
Copaiba30%+A -2,4000 0,5000 2,2500 9,4000
Propdlis -1,2000 0,9000 1,8500 6,8000

9,3000
9,0000
11,2000
8,8000
10,2000
8,7000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=5,6066
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,3464

b0_30s : Substancia

Minimo 25% Median 75%
Clorexidina 29,0000 40,7000 42,1000 55,0000
Copaibal0% 15,8000 38,9000 41,7000 46,6000
Copaibal0%+A 28,4000 33,4000 41,1500 49,2000
Copaiba30% 32,6000 34,6000 41,0000 43,7000
Copaiba30%+A 26,2000 33,4000 38,9000 47,4000
Propolis 28,0000 36,2000 37,8000 45,4000

Maximum
58,8000
48,4000
52,5000
45,1000
51,8000
52,2000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=4,1297
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,5309

bf 30s : Substancia
Minimo 25% Median 75%
Clorexidina 37,0000 40,3000 45,7500 52,5000

Maximum
54,9000
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Copaibal0% 32,7000 35,6000 39,1500 46,5000 48,2000
Copaibal0%+A 32,4000 34,1000 40,0500 48,8000 51,5000
Copaiba30% 32,5000 35,1000 37,9000 39,0000 42,0000
Copaiba30%-+A 29,9000 32,5000 40,3500 50,5000 52,7000
Propolis 31,3000 36,8000 38,7000 46,9000 51,2000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 8,2335
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,1438

AL 30s: Substancia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -13,5000 -4,3000 -0,9000 0,6000  1,8000
Copaibal0%  -21,0000 -11,4000 -6,3000 -0,8000 14,2000
Copaibal0%+A -1,4000 -0,3000 1,1000 2,2000  7,3000
Copaiba30%  -20,9000 -15,2000 -3,5500 2,0000  7,3000
Copaiba30%-+A -10,1000 -3,3000 1,5500 3,1000  4,0000
Propolis -6,4000 -0,1000 0,6500 2,1000  2,4000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=9,7373
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,0830

Aa _30s : Substancia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -1,6000 -1,3700 -0,6000 -0,3000  2,9000
Copaibal0%  -3,3000 -0,9000 0,5000 3,2000  4,1000
Copaibal0%+A 0,1000 0,5000 0,9000 1,2000  1,8000
Copaiba30%  -1,7000 -0,4000 0,1000 0,3000  3,3000
Copaiba30%+A 0,0000 0,2000 0,9000 1,8000  2,9000
Propolis -1,5000 -0,6000 0,2500 0,6000  2,7000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 12,3049



Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0308

Ab_30s : Substancia
Minimo 25% Median 75%
Clorexidina -6,1000 -3,9000 -2,2500 0,2000
Copaibal0% -5,7000 -5,3000 -2,6000 0,9000
Copaibal0%+A -4,2000 -1,3000 0,3500 2,0000
Copaiba30% 10,0000 -8,7000 -2,3000 3,9000
Copaiba30%+A -3,2000 -0,6000 0,4000 3,1000
Propélis -1,0000 -0,5000 0,7500 1,9000

Maximum
25,9000
23,3000

4,0000
5,9000
3,7000
9,5000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 8,4501
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,1331

AE_10minutos : Substancia

Minimo 25% Median 75%
Clorexidina 0,3000 0,8544 1,2197 1,8055
Copaibal0% 1,6093 2,6571 7,4061 14,6905
Copaibal0%+A 1,3491 2,2023 3,0844 5,5236
Copaiba30% 1,2728 5,1196 7,4893 21,8616
Copaiba30%+A 1,3565 2,0421 3,0331 4,0571
Propolis 1,63102,3173 2,9808 4,0939

Maximum
4,2214
18,4727
18,6987
34,0063
17,7627
5,9808

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 22,0472
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0005

Lo _10m : Substancia

Minimo 25% Median 75%

Maximum
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Clorexidina 57,0000 57,1000 62,4000 63,4000 66,5000
Copaibal0% 50,0000 58,6000 65,8500 68,2000 73,3000
Copaibal0%-+A 56,8000 59,5000 63,3500 71,2000 75,3000
Copaiba30% 41,2000 48,5000 52,5000 66,3000 76,4000
Copaiba30%-+A 57,1000 59,4000 64,0500 72,5000 75,6000
Propolis 53,2000 59,5000 64,8000 69,5000 85,0000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=6,6119
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,2511

Lf 10m : Substancia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 57,1000 57,6000 62,3000 63,6000 67,1000
Copaibal0% 47,4000 54,6000 62,6000 71,2000 75,0000
Copaibal0%+A 57,3000 59,4000 63,6500 67,9000 76,2000
Copaiba30% 22,1000 45,2000 49,8000 53,2000 74,0000
Copaiba30%-+A 56,8000 61,4000 66,4000 68,2000 77,2000
Propolis 54,7000 58,4000 66,2000 70,0000 82,3000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 16,8233
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0048

a0 _10m : Substancia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -1,6000 -1,4000 0,95001,8000  7,7000
Copaibal0%  -4,2000 2,4000 4,55005,2000  9,2000
Copaibal0%+A -2,8000 0,6000 1,50005,3000 10,3000
Copaiba30%  -1,1000 0,3000 2,2500 3,2000 10,0000
Copaiba30%+A -3,6000 0,0000 0,45008,9000  9,3000
Propolis -2,8000 0,0000 2,3000 4,6000  7,0000



H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=1,8280
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,8724

af_10m : Substéncia

Minimo 25% Median 75% Maximum

Clorexidina -1,5000 -1,2000 0,9500 1,9000
Copaibal0%  -4,3000 2,1000 3,7000 5,3000

8,1000
9,0000

Copaibal0%+A -1,8000 1,4000 2,5500 8,5000 10,8000

Copaiba30%  -0,1000 1,7000 3,7500 4,6000

8,2000

Copaiba30%-+A -1,6000 -0,1000 1,5000 9,5000 10,2000

Propdlis -3,7000 0,4000 1,5500 6,3000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=
Graus de liberdade =
Valor p=

bo 10m : Substancia

8,1000

2,7187
5
0,7433

Minimo 25% Median 75% Maximum

Clorexidina 40,8000 41,1000 46,8500 52,3000
Copaibal0% 25,5000 39,6000 44,3500 47,9000
Copaibal0%-+A 27,8000 33,7000 36,6500 45,7000
Copaiba30% 34,2000 35,8000 36,8000 44,0000
Copaiba30%-+A 26,9000 33,2000 38,6000 46,5000
Propolis 25,8000 31,7000 34,4000 44,1000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=
Graus de liberdade =
Valor p=

52,5000
50,7000
51,0000
44,7000
51,6000
53,5000

10,1103
5
0,0722
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bf 10m : Substancia
Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina 40,9000 41,4000 46,2000 52,7000 53,6000
Copaibal0% 24,5000 34,2000 40,7000 48,0000 50,1000
Copaibal0%-+A 30,5000 35,3000 41,6000 48,0000 54,2000
Copaiba30% 20,4000 33,3000 36,5500 38,5000 41,7000
Copaiba30%-+A 21,8000 34,0000 40,4500 48,7000 53,7000

Propdlis 27,9000 33,8000 37,6500 46,4000 50,1000
de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 12,0030
Graus de liberdade = 5

Valor p= 0,0347

AL _10m : Substancia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -2,0000 -0,6000 0,3500 1,0000  3,4000
Copaibal0% -17,0000 -7,3000 -0,6000 4,6000 16,4000
Copaibal0%+A -9,2000 -2,8000 0,8000 2,1000  3,9000
Copaiba30%  -26,2000 -21,1000 -5,1000 -1,1000  6,2000
Copaiba30%+A -5,8000 -0,3000 1,4000 2,7000  3,8000
Propolis -2,8000 -2,6000 1,1000 1,6000  2,0000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=5,4473
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,3638

Aa_10m : Substancia

Minimo 25% Median 75% Maximum
Clorexidina -0,1000 0,0000 0,1000 0,2000 0,4000



Copaibal0%  -4,5000 -1,5000 -0,2000 1,8000
Copaibal0%+A -0,5000 0,2000 0,4000 1,0000
Copaiba30%  -3,7000 -0,4000 0,7000 1,8000
Copaiba30%+A -0,2000 0,4000 0,8500 1,7000
Propolis -1,8000 -0,3000 0,5000 1,0000

5,1000
7,2000
4,6000
2,0000
2,0000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)=5,6417
Graus de liberdade = 5
Valor p=0,3427

Ab_10m : Substancia

Minimo 25% Median 75%
Clorexidina -2,1000 -0,1000 0,1500 0,6000
Copaibal0% -7,2000 -5,4000 -1,4500 -0,8000
Copaibal0%+A -2,2000 1,4000 2,1500 3,9000
Copaiba30%  -24,3000 -4,8000 -1,7500 0,2000
Copaiba30%+A -5,1000 0,1000 0,7500 2,1000
Propélis -3,4000 -0,1000 1,3500 2,1000

Maximum
2,5000
3,2000

14,6000
5,6000
2,6000
5,1000

H de Kruskal-Wallis (equivalente ao Qui-quadrado)= 17,8012
Graus de liberdade = 5
Valor p= 0,0032

77



