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RESUMO

A tese em questdo aborda tratamento alternativo a céarie dentaria, uma das doencas
endémicas que afeta toda humanidade. Apresenta também uso de um produto
natural da biodiversidade regional - a Propolis Vermelha de Alagoas (PVA) — como
aditivo para insumos odontologicos que aprimora a qualidade do tratamento da cérie,
com agregacao de valor e aumento da eficiéncia do tratamento. A PVA obtida de
fonte controlada foi elaborada de forma a obter o extrato hexénico, o qual foi
devidamente qualificado por cromatografia liquida para determinacdo de teores de
flavonoides e fendis, cujos resultados alcancaram entre 7,35% de flavonoides e
117,6 mg de fendis totais por grama de extrato hexanico seco. Foi realizado estudo
de sequestro de DPPH, onde a IC50 da capacidade de sequestro de radical DPPH
do extrato hexanico de PVA foi 9,22 pg/mL enquanto a IC50 do trolox, usado como
padrdao, foi de 7,02 ug/mL. Apos qualificacdo do extrato, foram formuladas 5
diferentes composicdes de iondmero de vidro com adicdo de extrato seco de PVA,
que foram submetidos aos ensaios de atividade antibacteriana por difusdo, que
confirmou a capacidade de liberacdo de daidzeina, liquiritigenina, pinobanksina,
isoliquiritigenina e formononetina. Foram realizados ensaios mecéanicos de
rugosidade de superficie, que revelaram valores semelhantes entre as superficies do
iondmero de vidro do grupo controle com a do ionGmero com o extrato hexanico a
0,5%. A analise da microdureza de materiais (dureza Knoop), comprovou haver
diferenga estatistica significativa na microdureza dos aditivados em relacdo ao
produto comercial do ionémero nao aditivado. A determinacéo de perfil de liberacéao
(qualitativa) de fluoreto foi realizada por RMN por procedimento inédito, revelando a
viabilidade de liberacéo de fluoreto, independente da presenca da PVA na mistura do
ionbmero. Foi também realizado estudo de liberacéo de fluor por fluorometria, sendo

comprovada a liberacdo quantitativa de fllor, tanto na presenca quanto na auséncia
da PVA. Os resultados de testes bioldgicos, quimicos e mecanicos, realizados in
vitro e aqui apresentados, sdo muito favoraveis a indicacdo do uso da PVA como
aditivo em ionébmero de vidro, permitindo recomendar o avanco para estudos in vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Propolis Vermelha de Alagoas; lonébmero de Vidro; Flavonoides;

Cérie.



DEVELOPMENT OF DENTAL MATERIALS WITH IMPROVED VALUE
CONTAINING BRAZILIAN RED PROPOLIS.

SUMMARY

This thesis addresses alternative treatment for tooth caries, one of the endemic
diseases that affects all humanity. It also presents the use of a natural product from
regional biodiversity — Brazilian Red Propolis (PVA), an exclusive bioproduct from
Alagoas, Brazil - as an additive for dental supplies that improves the quality of caries
treatment, adding value and increasing treatment efficiency. The PVA obtained from a
controlled source was prepared to obtain the hexane extract, which was duly
qualified by liquid chromatography to determine flavonoid and phenol contents, the
results of which reached between 7.35% of the flavonoid and 117.6 mg of total
phenols per gram of dry hexane extract. A DPPH scavenging study was carried out,
where the IC50 of the DPPH radical scavenging capacity of the PVA hexane extract
was 9.22 ug/mL while the IC50 of Trolox, used as standard, was 7.02 pg/mL. After
qualifying the extract, 5 different ionomer compositions were formulated with the
addition of PVA dry extract, which were subjected to antibacterial activity tests by
diffusion, which confirmed the ability to release daidzein, liquiritigenin, pinobanksin,
isoliquiritigenin and formononetin. Mechanical surface roughness tests were carried
out, which revealed similar values between the surfaces of the glass ionomer in the
control group and that of the ionomer with 0.5% hexane extract. The analysis of the
microhardness of materials (Knoop hardness) proved that there was statistically
significant difference in the microhardness of the additives in relation to the
commercial product of the non-additivated ionomer. The determination of the
(qualitative) fluoride release profile was carried out by NMR using an unprecedented
procedure, revealing the viability of fluoride release, regardless of the presence of
PVA in the ionomer mixture. A fluoride release study was also carried out using
fluorometry, demonstrating the quantitative release of fluoride, both in the presence
and absence of PVA. The results of biological, chemical and mechanical tests,
carried out in vitro and here presented, are very favorable to the indication of the use
of PVA as an additive in glass ionomer, allowing us to recommend moving towards in
vivo studies.

KEYWORDS: Red Propolis of Alagoas; Glass lonomer; Flavonoids; Caries.
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1 INTRODUCAO

A carie dental ainda € o principal problema de saude bucal no Brasil, além de
ser a doenca bucal mais estudada no mundo. A céarie dentaria € uma doenca
multifatorial, decorrente da interacdo de vérios agentes, direto ou indiretamente
relacionados, assim sendo, temos fatores determinantes (hospedeiro, dieta, biofilme e
tempo), fatores sociais, econdmicos e comportamentais e esses podem influenciar no
desenvolvimento da doenca, uma vez que as diferencas nos niveis de saude podem
ser explicadas pelas diferencas socioeconémicas (MACHIULSKIENE et al., 2020;
RATHEE; SAPRA, 2021; WARRETH, 2023). A complexidade da doenca atravessa
séculos e continua acometendo um numero muito significativo da populacgéo,
principalmente povos de baixo poder aquisitivo, baixo nivel de escolaridade,
alimentacdo rica em acucares, e um fator de grande impacto, € a baixa oferta de
servigos publicos e quando ofertados, ndo tem a qualidade de uma saude integral e
preventiva como salientou a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2021.

Nas ultimas décadas, a exposicao ao flior tem contribuido para a reducéo das
desigualdades na distribuicdo da carie, podendo influenciar a relacdo acUcar-carie. A
efetividade da fluoretacdo das aguas de abastecimento publico e do creme dental
fluoretados tem sido amplamente demonstrada na literatura (TWETMAN, 2009). O uso
de materiais odontolégicos com propriedades capazes de inibir ou prevenir a
formacéo de biofilme, como a liberacdo de ions a fim de que os efeitos deletérios
exercidos pelo biofilme na interface de restauracdes e préteses fossem minimizados
sao interessantes (BOECKH et al., 2002). O sucesso do tratamento restaurador da
lesdo cariosa depende de uma restauracdo com bom selamento garantindo a
manutencdo inativa das bactérias remanescentes nas camadas de dentina mais

profundas, e evitando a infiltracdo marginal para prevenir a recidiva de leséo.

Na Odontologia, tem-se estudado a atividade farmacoldgica de produtos naturais
associados aos odontologicos para tratamento de lesdes bucais, como uso da propolis,
em algumas situagdes, como: gengivites, periodontite, aftas, mumificagdo pulpar em
dentes de caes e cérie dental em ratos (GERALDINI et al., 2000). Verificou-se ainda a
capacidade antisséptica e cicatrizante da propolis em individuos internados em

hospitais, cujos resultados foram extremamente positivos (GREGIO et al., 2005). Assim,
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este produto natural revela-se de grande interesse para o tratamento e prevencao das
doencas bucais (MANARA et al.,1999). Na area medicinal numerosas propriedades
biologicas também tém sido encontradas na propolis, incluindo antimicrobiana,
antibacteriana, anti-herpes, anti-tumor, antioxidante e efeitos supressivos da toxicidade
da dioxina (RIGHI et al., 2011; TORETI et al., 2013).

A proépolis apresenta varias derivacdes, estas estdo disponiveis sob a forma
de capsula (pura ou combinada), extrato (hidroalcodlico ou glicélico), enxaguante
bucal (combinado com salva, malva e/ou alecrim), pastilhas, cremes e po
(CASTALDO & CAPASSO, 2002).

2 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho é desenvolver materiais odontoldgicos de alto
valor agregado com prépolis vermelha de Alagoas, visando ampliar a capacidade de

combate a carie dentaria de forma mais conservadora.
2.1 Objetivos especificos

e Caracterizar a fracdo hexanica da propolis vermelha de Alagoas (PVA);
o Determinar teor de flavonoides totais;
o Determinar teor de fenais totais;
o Determinar atividade antioxidante;
o Determinar o perfil cromatografico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia;
e Desenvolver cimento de iondmero de vidro enriquecido com PVA;
e Caracterizar cimento de ionébmero de vidro enriquecido com PVA;
o Determinar atividade antibacteriana por difusdo em agar;
o Determinar o perfil de liberacdo de PVA a partir do ionébmero;
o Determinar microdureza do iondmero enriquecido com PVA;
o Determinar rugosidade superficial do iondmero enriquecido com PVA,;
o Determinar o perfil de liberagéo de flior do iondémero de vidro;

enriquecido com extrato hexanico de PVA, por fluorimetria e por RMN;
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Carie dental

A cérie dental € uma doenca multifatorial, decorrente da interagdo de varios
agentes, direta ou indiretamente relacionados, assim sendo, temos fatores
determinantes (hospedeiro, dieta, biofilme e tempo), fatores sociais, econémicos e
comportamentais e esses podem influenciar no desenvolvimento da doenca, uma
vez que as diferencas nos niveis de salde podem ser explicadas pelas diferencas
socioeconémicas (MACHIULSKIENE et al., 2020; RATHEE; SAPRA, 2021,
WARRETH, 2023). O termo “carie dentaria” € usado para descrever os resultados
(sinais e sintomas) de uma dissolucdo quimica da superficie dentaria causado por
eventos metabdlicos que ocorrem no biofilme (placa bacteriana) que recobre a area
afetada. (FEJERSKOV O.; NYVAD B; KIDD E, 2017).

Como uma patologia muito antiga e multifatorial, portanto, sendo alvo de
muitos estudos e de abordagens distintas quanto as suas caracteristicas
morfologicas, sua agressividade evolutiva, seus sinais e sintomas, sua evolucao
clinica etc., se fez necessario distinguir cada manifestacdo da doenca com suas
devidas especificidades e complexidades, com isso, varios e renomados autores
apresentaram conceitos dos diversos tipos de forma e apresentacao das caries.

3.1.1 Chérie aguda

De evolucéo rapida e agressiva, se caracteriza pela presenca na dor de dente
constante e intensa, sensibilidade na ingestdo de alimentos e bebidas quentes ou
frios, e uma aparéncia escurecida ou manchada do dente. A céarie aguda pode levar
a perda da estrutura dentaria e até mesmo, a perda do dente, se ndo for tratada
adequadamente (ADA, 2019).

3.1.2 Carie crbnica

E uma forma de cérie dentaria que se desenvolve ao longo do tempo,
podendo resultar em complicagcdes graves se nao for tratada. Segundo a literatura
cientifica, a carie crbnica é definida como uma lesdo cariosa que pode demorar anos
para se desenvolver completamente e afeta principalmente a superficie oclusal dos

molares e pré-molares permanentes. Esta forma de céarie é frequentemente



14

observada em criancas e adolescentes, no entanto, pode ocorrer em qualquer faixa
etaria (NAZZAL, H., RICKETTS D.,2019).

3.1.3 Chérie ativa

A cérie ativa é definida como uma leséo cariosa que continua a progredir em
profundidade e/ou em largura. Essa definicdo, implica que ha uma atividade
biolégica continua no processo de carie, envolvendo a desmineralizacdo e a

remineralizacdo da estrutura dentaria afetada.

De acordo com a International Caries Detection and Assessment System
(ICDAS), a carie ativa é classificada como ICDAS 4, que € caracterizada por uma
les@o cariosa visivel, opaca, sem perda visivel de estrutura dentaria, mas com uma
mudanca de cor branca ou marrom em relacdo ao esmalte adjacente. Essa
mudanca de cor indica a presenca de uma zona desmineralizada da estrutura
dentaria subjacente (PITTS, N. B., EKSTRAND, K. R., 2013).

3.1.4 Chérie inativa

7

A carie inativa € uma lesdo dental que ndo estd ativa, ou seja, ndo esta
progredindo. E caracterizada pela presenca de uma mancha esbranquicada, opaca
ou marrom no dente. Essa mancha indica uma desmineralizacdo do esmalte dental,
que pode ter ocorrido no passado, mas que nao estad mais em evolucdo (GUEDES-
PINTO, A. C. et al. 2019).

3.1.5 Chérie dentéria primaria

A cérie dentéria primaria € uma doenca multifatorial causada pela interacdo de
bactérias cariogénicas, dieta rica em aculcar e fatores de riscos individuais, como baixa
salivacéo e higiene bucal inadequada. E caracterizada pela desmineralizacdo do esmalte

dentério e da dentina subjacente, resultando na formacéo de cavidades.

De acordo com o artigo "Dental caries: etiology, clinical characteristics, risk
assessment and management - A review" publicado na revista Oral and Maxillofacial
Pathology, a carie primaria é a forma mais comum de carie dentaria e ocorre em dentes

permanentes e deciduos. Ela é classificada de acordo com sua localizagédo na superficie
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dentaria em caries de superficie lisas, carie de sulcos e fissuras e caries radiculares.
3.1.6 Recidiva de carie ou carie secundaria ou recorrente

Podem ser conceituadas como o ressurgimento de lesGes de caries dentarias,
apos tratamento restaurador ou protético, aparentemente “bem-sucedido”’.
Realmente é um resultado que incomoda ao paciente e provoca grande
preocupacdo nos pesquisadores, uma vez que, esse numero significativo de
insucessos nos tratamentos restauradores, provém de causas decorrentes de alguns
procedimentos e falhas por imprudéncia, impericia ou negligéncia do profissional.
Outro componente a contribuir para o insucesso no tratamento da cérie primaria, sao
0s materiais odontologicos, uma vez que apresentam suas limitacdes e podem

contribuir, desta forma, para o insucesso do trabalho restaurador.

As falhas e/ou iatrogenias nos procedimentos restauradores sdo na maioria das
vezes 0S responsaveis por dor, desconforto, alteracdo estética e “queda da
restauracdo.” Se as falhas ou alteragdes nao forem corrigidas ou interceptadas a tempo,
podem até levar a perda do elemento dental. (NAYAK, P. A., & NAYAK, U. A., 2018).

Geralmente ocorre o acumulo de placa bacteriana em torno dos materiais nos
procedimentos executados, como a resina das restauracfes. As principais causas da
recidiva de carie dentéria incluem: a) Falhas na técnica restauradora, contracdo de
polimerizagdo, grandes incrementos, matrizes mal adaptadas, etc.;b) Ma higiene bucal,

escovacao e uso fio dental de forma inadequada; ¢) Dieta rica em acUcares (ADA, 2019).

A carie recorrente ou secundaria é definida como a carie que se desenvolve em
torno ou sob uma restauracao dentaria existente. Ela pode decorrer como resultado da
infiltracdo de bactérias ou devido a falhas na adaptagéo da restauracdo a estrutura do
dente adjacente. A carie recorrente € um problema comum em pacientes que
receberam tratamento restaurador, geralmente € necessario refazer a restauracao ou a
substituicdo da peca protética. (ROBERSON, T., HEYMANN, H., SWIFT JR., E., 2006).

A recidiva de carie é definida como a presenca de lesfes cariosas em uma
superficie dentaria que anteriormente havia sido tratada e restaurada, ou seja, a
carie retornou apos o tratamento dentario. Essa condicdo € comum em pacientes

gue apresentam uma alta taxa de risco de cérie, especialmente se ndo seguirem
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uma rotina adequada de higiene bucal e manutencdo regular com o dentista.
(FEJERSKOV et al., 2008).

3.1.7 Chérie residual

A carie residual € um conceito utilizado na odontologia para descrever o
tecido dentério que permanece infectado, apds a remocao da carie dentéria visivel.
Em outras palavras, € a carie que permanece na cavidade dentaria apés a remocao
da porcdo infectada e que pode continuar a progredir se ndo for tratada
adequadamente. A carie residual € um problema comum em odontologia, sendo
dificil de detectar e tratar. (PEGORARO, L. F., DE OLIVEIRA, A. C.P., 2016).

3.1.8 Infiltracdo Marginal

Infiltracdo Marginal € o espaco que acontece entre a margem da restauracao
do dente e o material restaurador, permitindo a passagem de fluidos, ions,
pigmentos e bactérias. Ela pode ser causada por falha ou por estresse do sistema
adesivo, contaminacdo por umidade, contracdo de polimerizacdo das resinas
compostas, valamento marginal, diferenca de expansdo e contracdo térmica do
material restaurador e descontrole de higiene no contorno das restauracoes,
permitindo o acumulo de placa bacteriana. A infiltracdo marginal, pode provocar
sensibilidade dentinaria, gengivite marginal, alteracdes estéticas na restauracao e
carie secundéria (ABREU, R. A., & REIS, A,, 2010).

O tratamento da carie dental € muito desafiador, pois além dos aspectos
técnicas para combater especificamente doenca, outros fatores concorrem
dificultando ainda mais a solugdo do problema. As sequelas dos insucessos do
tratamento, constituem uma parte de um grande desafio da humanidade. Trabalhar
nas consequéncias e complexidades nédo é o suficiente, pois ndo se pode analisar a
doenca carie dentaria, sem fazer uma critica e uma abordagem do ponto de vista

socioecondmico-cultural da doenca.

Segundo a OMS (2021) “doencgas bucais afetam desproporcionalmente os
membros mais pobres e socialmente desfavorecidos da sociedade. Existe uma
associacdo muito forte e consistente entre o nivel socioeconémico (renda, ocupacao

e escolaridade) e a prevaléncia e gravidade das doengas bucais. Essa associacdo
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existe desde a primeira infancia até a velhice e em populacfes de paises de alta,

média e baixa renda.”

3.2 A cérie dentéria e suas consequéncias
3.2.1 Odontologica (dor de dente)

A medida que a céarie avanca, ela pode atingir estruturas mais nobres da
polpa dentaria, que contém nervos e vasos sanguineos. Isso pode causar dor de

dente intensa e persistente.
3.2.2 Sensibilidade dentinaria

A cérie pode provocar a sensibilidade dentaria, especialmente quando se

come ou bebe algo quente, frio, doce ou &cido.
3.2.3 Abcesso dentério

Em casos avancados de cérie, pode ocorrer uma infeccdo odontogénica, e
esta pode se espalhar para os tecidos adjacentes ao dente, incluindo tecido
conjuntivo frouxo, resultando em um abcesso dentario. Isso pode causar dor,

inchaco, sensibilidade ao toque e até mesmo uma septicemia.
3.2.4 Problemas de magistério e oclusao

A medida que a cérie progride, o dente pode se tornar fraco e quebradico, o

gue pode dificultar a mastigacao e a alimentacdo adequada.
3.2.5 Problemas estéticos e de fonacao

Levando a uma baixa na autoestima.
3.2.6 Perda dentaria ou edentulismo

Se a carie ndo for tratada, ela pode evoluir destruindo a coroa total ou

parcialmente levando a exodontia (extracao) (ADA, 2019).

Dentre as sequelas mais graves da carie dentaria esta o edentulismo,

conceituado como a perda total ou parcial dos elementos dentais. Considerado um
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dos maiores agravos a saude bucal. A alta propor¢cédo de brasileiros com perda total
de dentes, demonstra a falha na possibilidade de controle desse problema, inclusive
com 0s graves impactos provocados na saude das pessoas. Esses agravos,
desafiam a satde publica a criar politicas que possam minimizar esse problema. E
muito importante frisar que as perdas dentarias constituem uma marca da
desigualdade social. (HUNG HC, COLDITZ G, JOSHIPURA KJ.2005).
Considerada como uma importante medida da condicdo de saude bucal de uma
populacdo, a perda dentaria possui forte efeito sobre a qualidade de vida de um ser
humano. Seus impactos podem ser expressos pela diminuicdo das capacidades
funcionais de mastigacdo e fonacdo, bem como por prejuizos de ordem nutricional,
estética e psicolégica, com reducbes da autoestima e integracdo social
(MUSACCHIO et al.,, 2007). Esse conjunto de repercussfes no cotidiano dos
individuos, impactam decisivamente para a reducdo na qualidade de vida dos
mesmos (DOLAN et al., 2001). A auséncia de uma cultura preventiva e de
preservacao da estrutura dental, associada a baixa oferta de servicos odontoldgicos
publicos, contribuem diretamente para 0 aumento das exodontias e

consequentemente, a ampliacdo do edentulismo de maneira muito precoce.

A perda de dentes provoca grandes mudancas nos tecidos da face e intra-
orais. Ocorrem alteragcdes morfoldégicas na face devido a perda do suporte dos
tecidos moles e reducéo da altura da face em repouso (perda da dimenséo vertical),

como suporte insuficiente dos labios (BUDTZ — JORGENSEN, 1997).
3.3 O acesso aos servigos de saude bucal

Na realidade a situacdo da desigualdade se amplia ainda mais
acentuadamente nos paises pobres, principalmente em funcdo da escassez de
estruturas de saude publicas, bem como pela precariedade das estruturas
disponibilizadas para estas populagbes, levando a uma distribuicdo desigual de
profissionais de saude bucal e a falta de instalacdes de salude adequadas para
atender as necessidades da populacdo na maioria dos paises, significa que o

acesso a servigos primarios de saude bucal costuma ser baixo.

Despesas desembolsadas para cuidados de saude bucal podem ser grandes

barreiras para 0 acesso aos cuidados. Pagar pelos cuidados de saude bucal necessarios
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esta entre as principais razoes para gastos catastréficos com saude, resultando em um

risco aumentado de empobrecimento e dificuldades econdmicas. (OMS, 2021).
3.3.1 Alerta e recomendacdo OMS

Preocupada com a situagdo, a Assembleia Mundial da Saude aprovou
uma Resolucdo sobre saude bucal em 2021 na 742 Assembleia Mundial da Saude. A
Resolucdo recomenda uma mudanca da abordagem curativa tradicional para uma
abordagem preventiva que inclua a promocdo da saude bucal na familia, nas
escolas e nos locais de trabalho e inclua cuidados oportunos, abrangentes e
inclusivos no sistema de atengdo priméaria a saude. A Resolugdo afirma que a saude
bucal deve ser firmemente incorporada a agenda das DCNT (Controle de Doencas
N&o Transmissiveis) e que as intervencdes de saude bucal devem ser incluidas nos

programas de cobertura universal de saude.

Em 2022, a Assembleia Mundial da Saude adotou a estratégia global de
saude bucal com uma visdo de cobertura universal de saude bucal para todos os
individuos e comunidades até 2030. Um plano de acdo detalhado esta sendo
desenvolvido para ajudar os paises a colocar a estratégia global em prética. Isso
inclui uma estrutura de monitoramento para acompanhar o progresso, com metas
mensuraveis a serem alcancadas até 2030, ou seja, a Década do Envelhecimento
Saudavel 2020-2030.

Focado na Agenda 2030. Uma atencéo toda especial passa a ser trabalhada,
no sentido de direcionar todos os esforcos para Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), em particular o Desenvolvimento Sustentavel, Objetivo 3
(Assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos, em todas as
idades), e reconhecendo a importancia de interse¢fes entre a saude bucal e outros
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, incluindo o Objetivo 1 (Fim da pobreza
em todas as suas formas e em todos os lugares), Objetivo 2 (Acabar com a fome,
alcancar a seguranga alimentar e melhorar nutricdo e promover a agricultura
sustentavel), Objetivo 4 (Garantir uma educacédo de qualidade inclusiva e equitativa
e promover oportunidades de aprendizagem ao longo da vida para todos) e Objetivo
12 (Garantir o consumo sustentavel e padrdes de producdo); Recordando a

Declaragdo Politica da Reunido de Alto Nivel da Assembleia Geral sobre a
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Prevencéo e Controle de Doencgas N&o Transmissiveis (2011), reconhecendo que as
doencas bucais representam um grande desafio e poderia se beneficiar de
respostas comuns as doencas nao transmissiveis; Recordando também a
declaracdo politica da reunido de alto nivel sobre a cobertura universal de saude
(2019), incluindo o compromisso de fortalecer os esforcos para abordar a saude

bucal como parte da universalizacédo e cobertura de saude;

Um dado muito relevante elencado pela OMS em seu relatério € que as
doencas bucais sdo altamente prevalentes, atingindo a mais de 3,5 bilhdes de
pessoas, e que as doencas bucais estdo intimamente ligadas as doencas nao
transmissiveis, levando a uma carga consideravel de saude, social e econdmica.
Apesar de ter havido melhorias notaveis em alguns paises, o 6nus da ma saude

bucal permanece, especialmente entre 0s mais vulneraveis da sociedade.

Chama muito a atencdo, uma vez que em seu relatério € elencado que a carie
dentaria ndo tratada (carie dentaria) em dentes permanentes ocorre em 2,3 bilhdes
de pessoas, mais de 530 milhdes de criancas sofrem de carie dentaria ndo tratada
nos dentes deciduos (dentes de leite). Outro ponto de suma importacia que deve-se
levar em conta no relatério, sdo as taxas precoces de cérie infantil sdo maior entre
aqueles em situagcBes vulneraveis, de uma patologia que essas condi¢cdes normais
sdo amplamente evitaveis, entretanto a nao interceptacdo do bloqueio da doeca,
acarreta um 6nus econbmico, decorrente da ma salde e que se somam para
ampliar gastos com doencas bucais respondendo por cerca de US$ 545 bilhdes em
custos diretos e indiretos, classificando assim a ma saude bucal entre os mais caros
dominios da saude, equiparando-se com o0s custos de doencas como a diabetes e

as doencas cardiovasculares.

No seu relatério ainda a OMS destaca que a ma saude bucal, acarreta além da
dor, desconforto e falta de bem-estar e qualidade de vida, tras também prejuizos por
absenteismo no trabalho com perda de produtividade e na escola, trazendo como

decorréncia a deficiéncia no aprendizado, interferindo diretamente na qualidade de vida.
3.4 Conceitos atuais da cérie dentaria

A doenca cérie dentaria tem sido discutida atualmente e assumido aspecto
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conceitual de doenca dinamica, multifatorial, nao-transmissivel, mediada pelo
biofilme, impulsionada pelo aumento do consumo de acucar resultando na perda de
minerais dos tecidos duros do dente (PITTS et al.,, 2017). A cérie dentaria ndo
tratada em dentes permanentes é a condicdo mais prevalente entre todas as
doencas e afeta por volta de mais 2 bilhdes de pessoas no mundo, e quando se
refere a carie ndo tratada na denticdo decidua, é considerada a doenca cronica mais
comum na infancia atingindo cerca de 530 milhdes de criangas em todo o mundo
(KASSEBAUM et al., 2015; GBD, 2019; GBD et al., 2020).

A interacdo de caracteristicas genéticas, ambientais e comportamentais conferem a
doenca carie dentéria a condicdo multifatorial, sendo explicada pela atuacéo de fatores em
nivel da superficie dentaria: saliva, dieta e exposicdo a fluoretos; e fatores atuando em nivel
do individuo/populacéo: educacdo, comportamento, atitudes, conhecimento, renda e classe
social (MANJI, FEJERSKOV,1990), Figura 1.

Figura 1 — Desenho que representa a caracteristica multifatorial da doenca cérie

dentaria.

MODELO MULTIFATORIAL DA CARIE DEN TARIA

“ELASSESSOEIALS

EDUCAGAG

COMPORTAMENTO Composigio CONHECIMENTO

AN SRUD E

Manji e Fejershov (1990)

Fonte: (MANJI, FEJERSKOV, 1990).

O desenvolvimento de lesbes de carie surge do desequilibrio entre minerais da
estrutura dental e fluido do biofilme (MANJI, FEJERSKOV, 1990; FEJERSKQOV, NYVAD,
2003), que a partir do metabolismo bacteriano de nutrientes (carboidratos fermentaveis)
causa queda de pH bucal e consequente desmineralizacdo do tecido dental podendo
acarretar no surgimento clinico da doenga cérie dentaria. O consumo frequente de
carboidratos fermentaveis causa intensa producdo de &cidos e o0s eventos de
desmineralizacdo sobrepdem a remineralizacéo conferida a estrutura dental dura, tendo

como resultado cumulativo a perda de mineral (TENUTA et al., 2016).



22

A formacéo da leséo de carie ocorre mediante a presenca de biofilme dental
estagnado em areas higienizadas de forma inadequada e que o tipo de nutriente,
proporcionado pela dieta do individuo, que os microrganismos estdo expostos pode
causar mudancas de pH que irdo determinar o desenvolvimento ou ndo de lesdes de
carie (FEJERSKOV, NYVAD, 2003; TENUTA et al., 2016).

O consumo frequente de carboidrato fermentdvel gera a producéo de acidos
levando a sele¢do de microrganismos acidogénicos que causam desequilibrio no
processo des-remineralizacdo e consequente predominio de perda de minerais do
elemento dental (Estagio de desmineralizacdo). Com a permanéncia do ambiente
acidarico o numero de microrganismos acidogénicos aumenta e surge o
desenvolvimento de lesdo de céarie (Estadgio aciddrico), inicialmente no esmalte
dental, como uma mancha branca ativa e sem cavitacdo. Com a persisténcia do
processo de desmineralizacdo ocorre uma quebra da camada superficial da lesao e
forma-se uma lesdo de cérie ativa cavitada no esmalte dental com caracteristicas
clinicas de opacidade e aspecto rugoso. A progressao desse estagio da lesdo pode
ocorrer atingindo a dentina que pode apresentar aspecto amolecido, Umido e
coloracdo amarelada caracterizando uma lesdo de carie cavitada em dentina

(TENUTA et al., 2016). Os estagios descritos estao apresentados na Figura 2.

Figura 2 — Imagens clinicas e histoldgicas de lesGes de carie em diferentes estagios

de progressao.

Mancha branca ativa Lesédo de carie ativa cavitada Leséo de carie ativa
sem cavitacéo. em esmalte. cavitada em dentina.

Fonte: Imagens cedidas pelo Prof. Dr. Natanael B. Santos, 2023.

As lesbGes de carie podem ser paralisadas, independente do seu estagio de
progressdo ou tecido dentario envolvido, dependendo do estabelecimento de
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controle do biofilme dental pelo individuo através de higiene bucal adequada e
reducdo do consumo de carboidratos fermentaveis, mudancas essas que
proporcionam o equilibrio do processo de desmineralizacdo-remineralizacao.
Fatores como o uso de fluoretos, agentes remineralizantes nao fluoretados, agentes
antimicrobianos e tratamentos ndao invasivos podem também proporcionar controle
das lesOes de carie dentaria (MALTZ, JARDIM, ALVES, 2014; TENUTA et al., 2016).

Na presenca de lesbes cavitadas, a invasédo bacteriana no interior da lesao
aumenta e, quando a cavidade atinge a dentina, ocorre penetracdo bacteriana nos
tubulos dentinarios. Mesmo com a presenca de bactérias no interior da dentina, a
lesdo pode ser controlada, desde que haja possibilidade de desorganizagédo do
biofilme do local (BEAL et al., 1979; NYVAD, FEJERSKOV, 1986).

A lesdo cavitada € um estagio 6bvio da doenca, com indicacdo para
intervengdo invasiva, ja que 0s micro-organismos cariogénicos podem invadir a
estrutura dentaria e proliferar formando uma massa de biofiime que facilita a
progressdo da lesdo. Durante o processo da carie a desmineralizacdo precede a
invasdo bacteriana do tecido dentario e lesdes duras a sondagem e secas
apresentam menos microrganismos e tem impacto significativo na remocéo do tecido
cariado (MALTZ, JARDIM, ALVES, 2014), como também funciona como indicativo de

paralisacédo do processo de cérie.

Para esclarecer caracteristicas importantes de lesdes de carie em dentina,
referente a inatividade das lesdes e apontar alternativas terapéuticas adequadas,
Fusayama (1979) descobriu que o amolecimento da dentina por acidos bacterianos, que
se difundem mais profundamente em dentina, era seguido de descoloracéo do tecido e
depois por invasdo bacteriana; lesbes com progressdo lenta apresentavam areas

descoloridas mais endurecidas e descreveu duas camadas de dentina cariada (Figura 3):

1) DENTINA INFECTADA — camada externa da dentina, proxima da juncéo
amelodentinaria (JAD), severamente desmineralizada, fibras colagenas
desnaturadas com cristais inorganicos irregulares e espalhados
aleatoriamente por toda a parte, fortemente infectada por bactérias e incapaz

de remineralizar;
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2) DENTINA AFETADA — camada mais proxima da polpa, desmineralizada, mas
ndo na mesma extensdo da 12 camada, fibras colagenas com ligacfes
cruzadas e cristais de apatita ligados a elas, nao infectada e capaz de sofrer

remineralizacao;

Figura 3 — Imagem representativa das camadas de dentina acometidas pelo

processo de cérie dentaria.

1-DENTINA
INFECTADA

2-DENTINA

. Affected dentin AFETADA

Fonte: (Adaptado do site: http://blog.dentalcremer.com.br/remocao-parcial-do-tecido-cariado/).

As definicdes referentes as camadas de dentina cariada tém auxiliado a
pratica de Minima Intervencdo com consequente preservacdo de tecido dentinério
passivel de remineralizacdo. Seguindo essa preocupac¢do atualmente varios
métodos tém sido utilizados para auxiliar a remocéo de céarie (Carisolv®, Abrasdo a
ar e Laser) e para guia-la (corantes e técnicas de fluorescéncia) no intuito de garantir
a remocao de toda a dentina infectada. O uso de cureta de dentina bem afiada ainda
continua sendo o método mais adequado para a remoc¢do de toda a dentina
amolecida (BANERJEE, WATSON, KIDD, 2000).

A presenca de bactérias remanescentes na cavidade apés a remocao de carie ou
através do micro infiltracdo resulta em inflamacdo pulpar, aumento da sensibilidade e
carie secundaria (YAP AU, KHOR E, FOO SH, 1999), sendo esta Ultima a principal causa
de troca de restauragbes de amalgama ou resina composta (YORK AK, ARTHUR JS,
1993). Os materiais restauradores nao permitem um perfeito selamento marginal,

havendo a presenca de interface entre o material e a superficie dentaria pela qual os
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microrganismos podem penetrar (SHENALZ G, ERGUCU Z, HILLER KA, 2004). Deste
modo, € importante que o material restaurador ou forrador possua atividade

antibacteriana propiciando um melhor progndstico para as restauragées.

Diante disso, tona-se importante pesquisar meios quimicos, biolégicos e mecanicos
gue possam auxiliar na inativacdo das lesdes de céarie dental e consequentemente
proporcionar a minima remocao de tecido dentario, resultando assim, nas praticas de uma
odontologia minimamente invasiva. Porém, na realidade, ainda lidamos com uma
odontologia pouco conservadora, necessitando, portanto de uma mudanca sistematica na
pratica de abordagem e tratamento da carie dentaria, se transformando de uma pratica

radical e mutiladora para uma pratica conservadora e preventiva.
3.5 Tratamento da carie dental

O tratamento convencional da carie dentéaria, consiste na remocédo de todo o
tecido cariado, como também das areas de esmalte sem suporte e estendendo o
preparo cavitario, até uma éarea de estrutura higida e passivel de higienizacéo,
obedecendo aos principios gerais do preparo cavitario sugerido por Black, 1908, com as
formas de contorno, forma de conveniéncia, forma de resisténcia, forma de retencéo e a
extensao preventiva. Salientamos que estes principios sao aplicados até os dias atuais,
entretanto, muitas adaptacdes foram incorporadas aos principios. Black, sugeria a
“extensao preventiva ou extension for prevention, como uma técnica para restaurar um
dente com uma cavidade incipiente (uma cavidade que esta4 apenas comecando a se
formar) ou uma leséo cariosa inicial, com o objetivo de prevenir a progresséo da carie e

evitar a necessidade de uma restauracéo mais extensa no futuro”.

O procedimento de extensdo preventiva envolve a remocao cuidadosa da
carie ou tecido danificado da superficie do dente e a criacdo de uma cavidade pouco
profunda, que é preenchida com um material restaurador, como o amalgama de
prata. A ideia é que, ao preencher a cavidade com material restaurador, a superficie
do dente seja fortalecida e protegida contra a progressao da carie.

O tratamento da doenca céarie sofreu diversas modificagbes no passar dos
tempos, o que pode ser justificado pela evolucdo do conhecimento em relacdo a

doenca, assim como, pela evolucdo dos materiais e instrumentos operatérios. Esses
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fatores permitiram uma abordagem cada vez mais conservadora e eficaz.

O tratamento da carie nos tempos atuais, se inicia pelo diagnostico da doenca
carie e deve ser baseado na avaliagdo do risco, procurando-se verificar o maior
namero possivel de fatores implicados no processo, o que significa que nenhuma
avaliacdo que considere apenas um elemento isoladamente deve merecer confianca
(BRATTHALL D.; PETERSSON G., 2005).

Qualquer lesdo, em qualquer estagio de destruicdo tecidual, ndo-cavitada ou
cavitada, pode se tornar inativada. O tratamento ndo invasivo, assim como O
invasivo, trata o processo da doenca e dependem de tempo, portanto, ambos
merecem a mesma importancia. E fundamental ter sempre o foco que n&o se deve
tratar a lesdo cariosa isoladamente, mas sempre realizar uma abordagem integral,

considerando todos os fatores que levaram ao estabelecimento dessa condicao.

Dentre os tratamentos mais conservadores pode-se lancar méao da
remineralizacdo da mancha branca, selamento de cicatriculas e fissuras e uso de
infiltrantes. O agente remineralizante de escolha é o flior, uma vez que esse
interfere diretamente no processo de remineralizacdo. Deve-se aplicar o fluor gel
pelo tempo recomendado pelo fabricante e em seguida nao lavar a boca do paciente
orientando-0 para nado ingerir nenhum alimento nos primeiros 30 minutos. Esse
procedimento deve ser repetido semanalmente até a inativacdo da lesdo de mancha
branca. A aplicacdo topica de flior leva a formacédo de fluorapatita que aumenta a
resisténcia do dente a cérie (efeito antissolubilidade) e de fluoreto de calcio que se
dissolve constantemente, ionizando-se, liberando fluoreto para a formacédo de mais

fluorapatita e acelerando o processo de remineralizacao.

O fldor interfere fisico-quimicamente no processo DES-RE na fase de
desmineralizagdo ja& que sua presenca diminui o valor do pH critico para 4,5 e com
isso os desafios cariogénicos necessitam ser mais intensos e frequentes para
causar danos na estrutura dentaria e favorece a remineralizagdo formando

compostos menos sollveis com a estrutura dental (PORTO et al., 2008).

Outra opcéo de tratamento, porém com carater preventivo, € o selamento das

cicatriculas e fissuras, visto que sao consideradas regides de risco para progressao
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da leséo cariosa devido a maior dificuldade de remocao do biofilme dessas areas. O
selante atua como barreira que impede o contato do substrato com a superficie
dentéria, evitando o desenvolvimento de lesGes cariosas nessa regido. S&o
indicados para dentes recém-erupcionados de pacientes com alto risco a cérie,
dentes com manchas brancas e com sulcos profundos. A obliteracdo das fossulas e

fissuras evita o acimulo de biofilme, reduzindo a susceptibilidade a carie.

O selamento pode ser realizado com materiais resinosos, como 0s iondmeros
de vidro e iondmeros de vidro modificados por resina. Os materiais resinosos tém
como caracteristica boa resisténcia adesiva, porém, a técnica é mais sensivel. Os
iondbmeros de vidro apresentam adesado quimica, mas o tempo de presa é maior do
que os modificados por resina que apresentam excelentes resultados, porém com
custo maior. Mejare e Mjor (1990) avaliaram dentes selados com ionémero de vidro
e selantes resinosos apds 5 anos de acompanhamento quanto a retencéo,
observacéo clinica e microscopica e presenca de lesédo cariosa. Eles concluiram que
para o CIV, clinicamente 100% dos dentes estavam sem o0 selante, porém
microscopicamente 93% ainda apresentavam CIV e nenhum dente apresentava
carie. Ja os resinosos, clinicamente 90% dos dentes estavam com o selante, porém
5% dos dentes apresentavam lesdo cariosa. Num estudo mais recente, com
acompanhamento de 12 meses, o selante com ion6mero modificado por resina

mostrou melhor retencédo do que o resinoso (OLIVEIRA et al., 2008).

7

Um recente tratamento € a infiltracdo de resinas de baixa viscosidade,
denominadas de infiltrantes — ICON, em lesBes incipientes de céarie em esmalte.
Esta parece ser uma abordagem promissora na odontologia apresentando
vantagens em relacdo a remineralizacdo ou tratamentos invasivos. Para isso o
material deve penetrar e selar a entrada das lesdes, reforgando a estrutura cariada e
impedindo a progressao da lesédo com capacidade de manter a resisténcia de uniao
duradoura com o esmalte cariado. Observando estudos clinicos randomizados, com
acompanhamentos de 3 anos (MEYER-LUECKEL; BITTER; PARIS, 2012) e 7 anos
(PARIS; BITTER; KROIS; MEYER-LUECKEL, 2020), pode-se verificar resultados
satisfatorios demonstrando que a infiltracdo de resina é capaz de reduzir a

progressado das lesdes de carie interproximal.

Diante das situacbes com lesdes cavitadas, as técnicas operatorias
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restauradoras precisam ser realizadas, podendo-se lancar mao das resinas
compostas e/ou cimentos de ionébmero de vidro, de forma isolada ou combinada, a
depender de cada situacdo, extenséo e localizacdo da leséo, seguindo sempre a
filosofia da odontologia minimamente invasiva. Independente do material a ser
utilizado, o acesso a lesdo e remocao do tecido cariado sédo etapas prévias e de

extrema importancia para o sucesso do tratamento restaurador.

As abordagens para a remocéo do tecido cariado perpassam por selamento da
cavidade, remocdo total, remocéo parcial e remocao por etapas. No entanto, as lesdes
cavitadas ainda sdo mais comumente submetidas a cuidados padréo classicos da
remogéo total onde os tecidos desmineralizados s&o completamente removidos e
substituidos por um material restaurador (PITTS et al, 2017). No entanto, o
desenvolvimento de técnicas adesivas sem necessidade de retencdo mecanica permitiu

gue os dentistas adotassem uma abordagem mais conservadora dos dentes.

Uma perspectiva recente € a remogdo de lesdo cariosa com escavagao
progressiva ou parcial, ha qual apenas as camadas superficiais das lesdes séo
removidas, sendo na primeira técnica a remocao inicial para insercdo de material de
protecdo e restauracao proviséria e em um momento posterior faz-se a remocao
completa e a restauracdo definitiva; na segunda técnica é feita a remocao parcial e a
restauracdo definitiva na mesma sessdo. As analises sistematicas concluiram que
estas abordagens reduzem a incidéncia de exposicdo a polpa, favorecem a
interrupc@o da carie e a formacdo da dentina terciaria, estabelecendo nova dentina
de protecdo em resposta a uma lesdo de carie avancada em dentes deciduos e
permanentes (KIDD; FEJERKOV, 2013; RICKETTS et al., 2013). Embora essas
técnicas mostrem vantagem clinica em relagdo a remocdo completa da cérie, é

muito cedo para recomendar certas estratégias clinicas (PITTS et al., 2017).

De forma geral, o sucesso do tratamento restaurador da lesao cariosa depende
de uma restauracdo com bom selamento garantindo a manuteng&o inativa das
bactérias remanescentes nas camadas de dentina mais profundas, e evitando a
infiltracdo marginal para prevenir a recidiva da lesdo. As resinas compostas
compreendem o principal material empregado nos procedimentos restauradores. No
entanto, os materiais resinosos enfrentam desafios no sentido da adesao considerando

problemas como degradacdo da camada hibrida e menor resisténcia de unido em
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dentina desmineralizada (SCHWENDICKE et al., 2019) que podem comprometer a
durabilidade das restauracdes (YOSHIYANA et al., 2002; YOSHIYANA et al., 2004).

Nesse contexto, o desenvolvimento de novos materiais restauradores
bioativos € um dos principais alvos das pesquisas odontoldgicas (SAURO et al.,

2015; SADOON et al., 2020) com o objetivo de solucionar tais insucessos clinicos.

3.6 Materiais dentarios de protecdo ao Complexo Dentino Pulpar

A polpa dentéaria é um tecido conjuntivo altamente diferenciado, ricamente
inervado, vascularizado e, consequentemente, responsavel pela vitalidade do dente.
Sempre que houver perda de substancia, quer seja por carie e sua remocao, fraturas,
erosdes ou abrasfes, o dente deve ser restaurado. A vitalidade do complexo
dentino/pulpar devera ser preservada por meio de adequada protecéo, seja de forma
indiretas ou direta. A protecdo do Complexo dentino-pulpar € a base para que o
elemento dentario exerca suas funcdes na plenitude. Sua finalidade é promover o
restabelecimento da polpa dentaria, estimular o desenvolvimento de um tecido
calcificado e proteger o tecido pulpar de irritacdes adicionais posteriores
(MICKENAUTSCH S, E YENGOPAL V., 2016).

As protecBes pulpares indiretas representam a aplicacdo de agentes
seladores, forradores e/ou bases protetoras nas paredes cavitarias com 0 objetivo
de proteger o complexo dentino/pulpar dos diferentes tipos de injdrias; manter a
vitalidade pulpar; inibir o processo carioso; e estimular a formacdo de dentina
esclerosada, reacional e/ou reparadora. Dentre os materiais existentes, o cimento de

iondmero de vidro é extensamente utilizado para esta funcao.

Dentina reacional, reparadora ou esclerosada — € uma reacéo fisiologica da
polpa, posterior a estimulos e/ou agressdes (por agentes quimicos, elétrico, térmicos
e mecanicos), aos tecidos dentinarios, elaborando uma dentina com caracteristicas

histologicas distinta e mais resistente aos estimulos.

Mondelli, 1998. Apresentou 0s requisitos ideais para os agentes de protecédo pulpar:

e Ser bom isolante térmico e elétrico;

e Ter propriedades bactericidas e/ou propriedades bacteriostaticas;
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e Apresentar adesdo as estruturas dentérias;

e Estimular a recuperacdo das funcdes bioldgicas da polpa, favorecendo a
formacao de uma barreira mineralizada;

e Favorecer a formacdo de dentina terciaria ou esclerosada,
particularmente remineralizando a dentina desmineralizada no fundo
cavitario;

e Serinbdcuo a polpa, ou seja, ndo provocar injarias pulpares;

e Ser biologicamente compativel com o complexo dentinopulpar, mantendo
a vitalidade do dente;

e Apresentar resisténcia mecanica suficiente aos esforcos de condensacao
dos materiais restauradores;

e Inibir a penetragdo dos ions metalicos no dente, diminuindo a
descoloracéo ao longo do tempo, causada por restauragdes metélicas;

e Evitar ou diminuir a infiltracdo de bactérias ou toxinas bacterianas na dentina e
polpa;

e Ser insoluvel no ambiente bucal,

Tradicionalmente, os materiais protetores podem ser classificados em:
agentes de selamento, para forramento e para base cavitaria. Essa classificacdo
€ baseada na espessura da camada e na viscosidade dos materiais a serem
aplicados (SUMMITT 1994; MCCOY, 1995).

3.6.1 Cimento de iondbmero de vidro

O cimento de iondmero de vidro (CIV) convencional/quimicamente ativado é
empregado na odontologia ha mais de 50 anos, este material € composto por um pé
de vidro de fluoro-aluminossilicato de calcio, e pelo liquido, o acido poliacrilico
(HOLMGREN et al.,, 2013). O CIV pode ser indicado em casos de tratamento
restaurador atraumatico, selantes, base, forramento e cimentacdo (FRENCKEN,
2014). Por ser um material biocompativel, tem como caracteristicas principais a
adesao aos tecidos dentarios, a liberacdo de flior e o coeficiente de expansao
térmico semelhante ao elemento dental (MARKOVIC et al., 2012). A prevencao de
lesbes de caries com o uso dos ClVs convencionais ja demonstrou eficacia em
diversos estudos (DE AMORIM et al, 2012; DE AMORIM et al., 2014



31

FRENCKEN,2014; MICKENAUTSCH, 2015; MICKENAUTSCH e YENGOPAL, 2016).

Neste contexto, a composicdo do cimento de iondmero de vidro se d& por um
pd constituido por oxido de silicio (SiO2), 6xido de aluminio (Al203) e fluoreto de
calcio (CaF2) (BARATIERI et al., 1986). Em menores quantidades, também pode ser
encontrado neste produto elementos como o magnésio e o sédio (CARVALHO,
1998). O frasco do liquido do CIV contém um acido polialcendico, composto pelos
acidos poliacrilicos e polimaléico. A adicdo do acido tartarico tem a intencdo de
prolongar o tempo de trabalho do CIV (NICHOLSON et al., 1998), enquanto que a
incorporacdo do &cido itacénico impede ou retarda a reacdo quimica dos acidos no

processo de armazenamento do material (NICHOLSON, 1998).

A reacdo de presa dos CIVs convencionais ocorre em trés estagios. A primeira
fase inicia-se na aglutinacdo do p6 com o liquido levando ao deslocamento de ions,
representada pelo momento em que os acidos umedecem a camada mais periférica
das particulas de vidro presentes no po. ions de célcio e aluminio deslocados pelo
hidrogénio, reagem com o fldor formando fluoretos de célcio e de aluminio.
Dependendo da acidez do meio fluoreto de calcio pode reagir com os polimeros

acrilicos resultando em complexos estaveis.

A aplicacdo do material deve ser realizada nessa fase, enquanto 0 mesmo
ainda se apresenta com brilho, ou seja, com a presenca de grupos carboxilicos livres
para que consiga se unir ao dente. A perda de brilho do material indica o término do
tempo de trabalho, ou seja, apds a perda do brilho, se o material ainda néo foi
levado a cavidade, deve ser desprezado e outra dosagem e manipulacdo devem ser
realizadas, ressaltando que a reacdo de presa continua mesmo apés a perda de
brilho (BUSSADORI et al., 2003).

A segunda etapa da reacdo inicia-se em cerca de 5 a 10 minutos apds a
espatulacéo e é caracterizada pela formacéo de uma matriz de gel de poliacidos, na
qual o calcio carregado positivamente reage com poliacidos ligados negativamente,
resultando na formacgéo de ligacdes idnicas de poliacrilato de célcio. Ao atingir esse
estagio, apés um certo tempo, o CIV endurece. A terceira e Ultima fase dessa reacao
é a formacao do gel de silica incorporado do vidro & matriz, este processo se da nas
primeiras 24 horas (BUSSADORI et al., 2003).
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Ainda de acordo com De Amorim et al., 2018, dentre as propriedades deste
material que os tornam favoraveis em situacdes odontologicas podem ser citados: a
ligacdo quimica ao esmalte e dentina; expansdo térmica semelhante ao elemento
dental; biocompatibilidade; captacao de fluor (de dentifricios, enxaguatdrios bucais e
aplicacoes topicas); liberacdo de fluor e diminuicdo da sensibilidade a umidade
guando comparada as resinas. Devido ao indice de expansao térmica ser
semelhante ao dente, e este material ndo possuir contragédo de polimerizagdo no
momento da presa, o indice de infiltracdo marginal do CIV é menor. Este material
deve ser inserido em um Unico incremento, o que diminui o tempo clinico e melhora
a gqualidade do tratamento (VIEIRA et al., 2006).

O fluor liberado do CIV apresenta influéncia sobre o crescimento bacteriano,
havendo boa correlacdo (r = 0,97) entre a liberacdo de flior e a inibicdo do
crescimento bacteriano. Em altas concentracdes de flior, 0 metabolismo eletrélito
das bactérias, especialmente Streptococcus mutans, € afetado (SEPPA L, TORPPA-
SAARINEN E, LUOMA H., 1992). O exato mecanismo como isto ocorre nao se
encontra definido (VAN LOVEREN C, LAMMENS AJ, TEN CATE JM, 1990). A
liberacdo de flior pode tornar o esmalte mais acido resistente. Na dentina, parece
ocorrer efeito similar, mas esta necessita de maior quantidade de flaor. A
remineralizacdo da dentina resultante da liberacdo de flior pelo CIV ndo esta
completamente demonstrada in vivo, entretanto, h& indicacbes de que a
hipermineralizacdo possa ocorrer como resultado do uso deste material.
(WESENBERG G, HALS E., 1980). A liberacdo dos ions flior € maior durante a fase
inicial de presa, decrescendo significativamente em algumas semanas apés a
insercdo do material. (CHANDLER NP, HELING I., 1995; SEPPA L, TORPPA-
SAARINEN E, LUOMA H. 1992).

Para Vieira et al.,, 2006 e De Amorim et al., 2018 o CIV apresenta algumas
limitacbes como sua resisténcia adesiva considerada baixa, principalmente
comparada as resinas compostas. Este material sofre o processo de sinérese e
embebicdo para 0 meio externo apos ser introduzido na cavidade bucal, pois no
momento em que ocorre a reacao de presa do cimento, pode haver desidratacao ou
a captacdo de agua da saliva, e diante disto, é necessaria uma protecdo superficial

apos sua aplicagdo, como por exemplo, a vaselina. Ainda, ao ser utilizado em
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estudos clinicos em regides de maior esforco mastigatorio verificou excessivo
desgaste e fratura do material restaurador (DE AMORIM et al., 2018).

3.7 Propolis

Propolis é uma matéria prima elaborada por abelhas da espécie Apis mellifera
onde esses insetos coletam pdlen, exsudatos, cera, flores e folhas de plantas da
vegetacao circunvizinha a colmeia e, a esse material coletado, adiciona sua saliva,
obtendo a propolis (FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016a). Existem varios
tipos de propolis ao redor do mundo e cada tipo se diferencia primeiramente em
relacdo a localidade onde a colmeia ou apiario esta inserida. A regido geografica
onde o apiario esta inserido é determinante para as caracteristicas fisico-quimicas
dos diversos tipos de prépolis uma vez que as abelhas coletam de fontes vegetais

circunvizinhas para a producéo de propolis (DAUGSCH et al., 2008).

Os diversos tipos de propolis possuem, desse modo, origens botanicas diferentes.
Origem botéanica € a espécie vegetal que majoritariamente contribui para a composi¢ao
quimica da prépolis (DAUGSCH et al., 2008). Um dos primeiros tipos de prépolis a ser
catalogado foi a prépolis das regibes temperadas ou propolis poplar. Essa propolis tem
uma tonalidade amarelada e tem as plantas do género Populus (Salicaceae) como
origem botanica (DAUGSCH et al., 2008). Dentre os 13 tipos de propolis brasileiras
oficialmente catalogados, estao a prépolis verde e a vermelha. A propolis verde possui a
espécie Baccharis dracunculifolia e é encontrada no sudeste brasileiro, j& a vermelha
possui a espécie Dalbergia ecastophyllum como origem boténica, sendo encontrada nas
regides de mangue do nordeste brasileiro, principalmente em Alagoas (DAUGSCH et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2021; PORTO et al., 2021). Na Tabela 1 é possivel observar

alguns tipos de prépolis e suas respectivas origens botanicas.
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Tabela 1 — Tipos de prépolis e suas respectivas origens geografica e botanica.

Tipo de propolis Origem geografica Origem botanica

Amarela brasileira (G3) Sul brasileiro Populus sp. (Daugsch et al., 2008)

Marrom brasileira (G6) Nordeste brasileiro Hyptis divaricata (Daugsch et al , 2008)
Verde brasileira (G12) Sudeste brasileiro B. dracunculifolia (Daugsch et al , 2008)
Vermelha brasileira (G13)  Nordeste brasileiro D. ecastophyllum (Daugsch et al, 2008)
Poplar propolis Zonas temperadas Populus sp. (Falcao et. al | 2013)

Laranja da Turquia Turquia Populus nigra (Guzelmeric et al 2018)
Azul da Turquia Turquia Populus tremula (Guzelmeric et al 2018)
Nio fenolicas Turquia Desconhecida (Guzelmeric et al._2018)

Z. punctata Nordeste argentino Zuccagnia punctata (Solorzano et al., 2017)
Poplar portuguesa Norte porfugués Populus sp. (Falcdo et al , 2013)
Portuguesa nio poplar Centro e sul portugués Canadensis ladanifer (Falcio et al., 2013)
Tipo Birch Russia Betula verrucosa (Graikou et al_, 2016)
Tipo Clusia (marrom) Cuba e Venezuela Clusia spp. (Graikou et al., 2016)

Propolis do Pacifico Indoneésia, Tatwan Macaranga tanarius (Graikou et al |, 2016)
Mediterranea Grécia, Malta e Sicilia Familia Cupressaceae (Graikou et al., 2016)
Vermelha cubana Cuba D. ecastophyllum (Piccinelli et al , 2011)

Fonte: Oliveira, 2020.
3.7.1 Composicao quimica e atividades bioldgicas da prépolis vermelha de Alagoas

A composicao quimica da prépolis vermelha de Alagoas ocorre em funcéo da
sua origem botanica, a Dalbergia ecastophyllum, uma vez que € a planta que produz
0s metabdlitos secundérios encontrados como constituintes quimicos da PVA
(DAUGSCH et al., 2008). A PVA é rica em flavonoides, isoflavonoides, benzofenonas
isopreniladas e acidos fendlicos, além da presenca de terpenos (NASCIMENTO et
al.,, 2019). Os marcadores, ou seja, as substadncias quimicas que atestam a
identidade da PVA sédo os isoflavonoides biochanina A, daidzeina, formononetina,
vestitol; a chalcona isoliquiritigenina, a flavanona liquiritigenina e o pterocarpano
medcarpina (Nascimento et al., 2019). Todos esses também sdo marcadores da
Dalbergia ecastophillum (DAUGSCH et al.,, 2008; TRUSHEVA et al., 2006;
ALENCAR et al., 2007). Outros constituintes da PVA séo listados e sua composi¢cao

comparada a outros dois tipos de propolis na Tabela 2.

Segundo a Instrucdo Normativa N° 03 de 19 de janeiro de 2001 do Ministério



35

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), amostras de propolis podem ser
classificados quanto ao seu teor de flavonoides totais do seguinte modo: baixo teor
(até 1,0 % m/m), médio teor (de 1 a 2 % m/m) e de alto teor de flavonoides (acima
de 2 % m/m), sendo o minimo aceitavel para a comercializa¢do de 0,5 % (m/m). Ja
em relacdo a concentracdo de fenois totais, a mesma IN preconiza que tipos de

prépolis tenham no minimo 5,0 %.

As atividades biologicas atribuidas a PVA ocorrem em funcdo dos seus
contituintes quimicos. Diversos estudos tém demonstrado que a PVA possui
atividade antibacteriana (OLIVEIRA et al., 2020; DE MENDONCA et al., 2015; SILVA
et al., 2017), antifingica (SILVA et al., 2017), antioxidante (OLIVEIRA et al., 2020;
NASCIMENTO et al., 2019; FROZZA et al., 2013), cicatrizante (JACOB et al., 2015;
ORYAN, ALEMZADEH, MOSHIRI; 2018), dentre outras.

SILVA et al.,, 2017 analisaram 8 amostras de propolis brasileiras dos tipos
vermelha, marrom e verde, provenientes do nordeste, sudeste e sul do Brasil em
relacdo as atividades antibacteriana frente a bactérias gram positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus sp. ATCC 29712), gram
negativas (Klebsiella sp. ATCC 1706 / 700603 e Escherichia coli ATCC 25922), e o
fungo patogénico (Candida albicans ATCC 18804). Os autores observaram que para
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp. e Klebsiella sp. a PVA apresentou maior
atividade que os outros tipos de prépolis brasileira (verde e marrom). Para
Escherichia coli e Candida albicans, os autores ndo observaram atividade para
nenhuma dos tipos de prépolis.
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Tabela 2 — Constituintes quimicos de trés tipos de prépolis

Composto P.vermelha P.verde P. poplar Referéncias

Acidos fenélicos

J}rtepelin C Park; Alencar; Aguiar, 2002; Andrade et al., 2017.

Acido clorogénico Andrade et al, 2017; Popova et al, 2018.

Acido p-cumarico Park;Alencar; Aguiar, 2002; Popova et al., 2018; Mendonga et al , 2015.
Acido galico Andrade et al, 2017; Popova et al , 2018.

écido caféico Andrade et al., 2017; Popova et al., 2018.

Acido fertilico Park; Alencar; Aguiar, 2002; Popova et al, 2018.

Flavonoides

Formononetina e isoformononetina [ ISGIANGNOIES Daugsch et al., 2008; Piccimnelli et al., 2011; Mendonga et al., 2015.
Isossacuranetina Flavanona Park; Alencar; Aguiar, 2002.

Sacuranetina Flavanona Popova et al., 2018.

Kaempferide Flavonol Park; Alencar; Aguiar, 2002; Andrade et al., 2017.

Kaempferol Mendonga et al., 2015; Andrade ef al., 2017; Popova et al., 2018.
Alpinona Flavanona Popova et al., 2018.

Biochanina A Daugsch et al , 2008; Piccinelli et al |, 2011.

Isoliquiritigenina - Daugsch et al., 2008; Piccinelli et al , 2011.

Pmobanksma Daugsch et al., 2008; Popova et al., 2018.

Daidzeina Daugsch et al., 2008; Mendonga et al., 2015.

Medcarpina Trusheva et al , 2006; Silva et al., 2008; Piccinelli et al, 2011.
Vestitol e neovestitol Oldomni et al , 2011; Silva et al., 2013; Mendonga et al_, 2015.
Liquiritigenina Daugsch et al, 2008; Mendonga et al., 2015.

Quercetina Daugsch et al , 2008; Popova et al_, 2018.

Pinocembrina Andrade et al , 2017; Mendonga et al | 2015; Popova et al | 2018.
Retusapurpurina A ¢ B Isoflananas Piccinelli et al , 2011; Czaké; Mirton, 2001.

Terpenos

a e p amirina Trusheva et al., 2006; Andrade etal,, 2017; Popova et al., 2018.
Benzofenonas

Gutiferonas E,F, CeD Trusheva et al | 2006; Piccinelli et al | 2011; Mendonca et al | 2015.
Xantoquimol Trusheva et al | 2006; Piccinelli et al | 2011; Mendonga et al | 2015

de um tipo de prépolis. Fonte: Oliveira, 2021.

* Marcacdes em cores indicam presenca exclusiva do marcador no respectivo tipo de propolis. Auséncia de marcacao indica presenca em mais
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OLIVEIRA et al.,, 2021 demonstraram atividade dos extratos etandlico e
acetato de etila de propolis vermelha de Alagoas frente a cepa de Streptococcus
mutans CCT 3440 através da técnica de microdiluicdo em caldo. Ambos os extratos
de PVA demonstraram concentragdo inibitéria minima (CIM) de 125 pg/mL, ja as
concentracfes bactericidas minimas (CBM) dos extratos acetato de etila e etandlico
de PVA foram de 500 pug/mL e 1000 pg/mL, respectivamente. Oryan, Alemzadeh,
Moshiri; 2018 listaram as atividades biolégicas da propolis veremelha, dentre elas a\
atividade antifingica contra Candida albicans.

3.7.2 Uso da propolis vermelha no desenvolvimento de produtos odontolégicos

A PVA tem sido utilizada no desenvolvimento de produtos odontoldgicos uma
vez que possui atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans, Enterococcus
sp e Candida albicans. Os primeiros produtos odontologicos enriquecidos com
propolis foram dentrificios enriquecidos com prépolis (BERTOLINI et al., 2010). A
literatura cita o uso de propolis vermelha no desenvolvimento de formulagdo de
irrigador endodontico (PAROLIA et al., 2021), vernises dentarios (DE LUCA et al.,
2014), resina composta fotopolimerizavel do tipo bulk fill (OLIVEIRA et al., 2021),
adesivos dentarios (PORTO et al.,, 2021), material para limpeza de cavidades
(PORTO et al., 2018) e de gel mucoadesivo (GONZALEZ-SERRANO et al., 2021).
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao do extrato hexanico de propolis vermelha de Alagoas

Antes da coleta da propolis vermelha de Alagoas, foi realizado cadastro no
SisGen para acesso ao patrimdnio genético, como preconiza a Lei 13.123/2015. O
cadastro foi realizado em 29 de junho de 2020, sob o nimero AD15AA4. Em
novembro de 2020 foram coletadas 200 g de prépolis vermelha de Alagoas in natura,
em um apiario da cidade de Marechal Deodoro, Alagoas, Brasil. As coordenadas
geograficas do local da coleta sdo as seguintes: 9° 42.258" S, 35° 54.391" O, e cerca

de 35,5 m acima do nivel do mar.

Foram pesadas 150 g de prépolis para a realizacdo da extracdo pelo método
maceracao exaustiva. Para esse procedimento, a prépolis in natura foi cortada em
pequenos pedacos e adicionada em um frasco pluma ambar. Posteriormente, houve
o preparo de 450 mL da solucéo extratora (etanol: agua na proporcéo de 4:1) a partir
de 360 mL de etanol absoluto e 90 mL de 4gua deionizada. A solugéo extratora foi
vertida ao frasco contendo prépolis, o conjunto mantido a temperatura ambiente,
protegido do calor, da luz e por um tempo de extracdo de 48 horas. ApOs o primeiro
periodo de 48 horas, o sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta
graduada de 20 mL e acondicionado em outro frasco pluma ambar limpo. Ao
sobrenadante recuperado deu-se o nome de macerado. Foram preparados mais 450
mL da solucdo extratora e o processo de maceracao repetido por mais um periodo
de 48 horas nas mesmas condi¢cdes ja descritas anteriormente. Apds o segundo
periodo de extracdo, o sobrenadante foi novamente retirado e acondicionado no

frasco contendo somente o macerado total obtido na extragéo.

O macerado obtido foi concentrado pelo procedimento de evaporagdo em
rotaevaporador a vacuo 650 mmHg e temperatura de 45 °C. Ao final deste
procedimento, foram obtidos 42 g de extrato bruto de prépolis vermelha de Alagoas,

a partir de agora chamado de extrato hidroalcéolico.

A obtencdo do extrato hexanico se deu pelo procedimento de extracéo liquido-
liquido, ou particionamento. Foram pesados 2 g de extrato hidroalc6olico que foi
solubilizado em 80 mL de solugcdo de etanol 50 %. A solucdo de propolis foi

acondicionada em funil de separagéo, com posterior adicdo de 200 mL de hexano. O
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sistema foi agitado cuidadosamente para promover o0 particionamento da prépolis entre
as fases, porém sem promover formacdo de emulsédo. A fase hexanica foi retirada e
acondicionada em baldo volumétrico. O procedimento foi realizado mais duas vezes,
até o esgotamento da coloracdo amarela, caracteristica da fase hexanica de propolis. A
fase hexanica foi concentrada em rotaevaporador nas condi¢fes ja descritas acima
para a obtencdo do extrato hexanico de propolis vermelha de Alagoas. Os padrdes

disponiveis para a andlise, conforme Nascimento et al., 2019.

4.2 Caracterizacdo do extrato hexanico de propolis vermelha de Alagoas

4.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O sistema CLAE utilizado foi um Ultra Performance Liquid Chromatography
(UPLC-DAD, Shimadzu) equipado com desgaseificador modelo DGU-20A3R, duas
bombas modelo Nexera XR® LC-20AD, auto injetor modelo Nexera XR SIL-20A,
forno modelo Prominence® CTO-20A, detector de arranjo de diodos modelo
Prominence SPD-M20A, detector de fluorescéncia modelo Prominence RF-20A e
modulo controlador modelo CBM- 20A. O sistema contou com uma fase estacionaria
C18 (4,6 mm x 150 mm x 5 ym e tamanho de particula de 100 A, Kinetex® -
Phenomenex) e com uma fase movel de sistema gradiente de concentracdo de
solventes (solvente A: agua ultrapura; solvente B: acetonitrila grau HPLC — Sigma-
Aldrich), partindo de 30% de A e chegando em 100% de B apds 47 minutos de

eluicdo. O volume de injecao foi de 2 pL e a temperatura de 30 °C (z 2 °C).

Foram pesadas 10 mg do extrato hexanico e posteriormente solubilizado com
10 mL de metanol, obtendo uma solucdo estoque com concentracdo de 1 mg/mL
(1000 pg/mL). Foram pipetadas 2,5 mL da solucdo estoque de extrato hexanico e
adicionadas em baldo volumétrico de 5 mL, com ajuste do volume do baldo com
metanol para obtencédo da solucdo de extrato hexanico de prépolis vermelha com
concentracéo de 500 pg/mL. A solugcéo de extrato hexanico de propolis a 500 pg/mL

foi analisada nas condi¢Ges descritas acima.

Foram utilizados padrdes analiticos de flavonoides (Sigma-Aldrich) para a
identificagdo dos marcadores da PVA presentes no extrato hexanico. Os padrdes
analisados foram: formononetina, daidzeina, isoliquiritigenina, liquiritigenina,

biochanina A, pinocembrina e pinobanksina. O preparo das solu¢cdes de cada um



40

dos padrdes analiticos de flavonoides foi realizado do seguinte modo: foram
pesadas 2 mg de cada um dos padrbes que posteriormente foram transferidos para
baldo volumétrico de 5 mL e solubilizados com metanol, obtendo as respectivas
solugdes a 200 pg/mL. Os padrdes foram analisados nas condi¢des descritas acima.

A identificacdo dos marcadores da propolis se deu pela comparacéo do tempo
de retencdo dos picos do extrato hexanico com os picos dos padrdes analiticos
disponiveis para a andlise, conforme Nascimento et al., 2019.

4.2.2 Determinacéo do teor de flavonoides totais
4.2.2.1 Preparo das solugdes estoques de extrato hexanico, de quercetina e de
AICl3

A determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizada pelo método do
AICls. Foram pesadas 100 mg de extrato hexanico de PVA que foram solubilizadas
com metanol em um baldo volumétrico de 10 mL para a obtencdo de uma solugéo
de extrato hexanico de PVA a 10 mg/mL. Foram pesadas 10 mg de quercetina
(Sigma-Aldrich) que posteriormente foram solubilizadas em metanol em um balédo
volumétrico de 10 mL para obtencao de solucdo estoque de quercetina a 1 mg/mL.
Foram pesadas 5 mg de AICls (NEON) e posteriormente solubilizas em 100 mL de

metanol para obtencdo de solucao estoque de AIClz a 5 %.
4.2.2.2 Realizacdo da curva de calibracao da quercetina

Primeiramente, foi realizada uma curva de calibracdo da quercetina com seis
concentracOes diferentes em triplicata, nas concentracbes de 2, 4, 6, 8, 10 e 12
pug/mL, em baldo volumétrico de 5 mL com adicdo de metanol e 100 pL da solucao
estoque de AICls. Essas solugbes de quercetina foram preparadas a partir da
solugéo estoque de quercetina a 1 mg/mL. Todas as amostras foram acondicionadas
a temperatura ambiente e protegidas da luz por 30 (trinta) minutos. Apds este
periodo, as amostras foram submetidas a analise em espectrofotdmetro ajustado
para o comprimento de onda de 425nm. A partir da curva de calibragcdo da
guercetina foram obtidos a equacgao da reta da quercetina (y = ax +b) e o coeficiente

de determinacéo (r?), conforme Oliveira et al., 2021.
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4.2.2.3 Realizacdo da curva de calibracao do extrato hexanico de PVA

Foi realizada uma curva de calibracdo do extrato hexanico com cinco
concentragbes diferentes em triplicata: 25, 50, 100, 150 e 200 pg/mL, em balédo
volumétrico de 5 mL com adicdo de metanol e 100 pL da solucdo estoque de AICIs.
Essas solucbes de extrato hexanico de PVA foram preparadas a partir da solucao
estoque de extrato hexanico a 10 mg/mL. Todas as amostras foram acondicionadas a
temperatura ambiente e protegidas da luz por 30 (trinta) minutos. Apds este periodo, as
amostras foram submetidas a andlise em espectrofotbmetro ajustado para o
comprimento de onda de 425nm. O teor de flavonoides totais do extrato hexanico foi

obtido a partir da equacédo da reta da quercetina e descrito em % de flavonoides totais.

4.2.3 Determinacao do teor de fendis totais
4.2.3.1 Preparo das solucfes estoques de extrato hexanico, de acido galico e de
Na2COs3

A determinacdo do teor de fendis totais foi realizada pelo método do Folin-
Ciocalteau. Foram pesadas 100 mg de extrato hexanico de PVA que foram
solubilizadas com metanol em um baldo volumétrico de 10 mL para a obtencédo de
uma solucdo de extrato hexanico de PVA a 10 mg/mL. Foram pesadas 10 mg de
acido galico (NEON) que posteriormente foram solubilizadas em agua deionizada
em um baldo volumétrico de 10 mL para obtencdo de solucdo estoque de &cido
galico a 1 mg/mL. Foram pesadas 5 mg de carbonato de sddio (Na2CO3 — NEON) e
posteriormente solubilizas em 100 mL de dgua deionizada para obtencéo de solucéo
estoque de Na2COs a 5 %. O reagente de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich) foi
utilizado para a determinacdo de fendis totais. Metodologia analoga foi utilizada por

Nascimento et al., 2019.

4.2.3.2 Realizacao da curva de calibragdo do acido gélico

Primeiramente, foi realizada uma curva de calibracéo do acido galico com seis
concentracOes diferentes em triplicata, nas concentragdes de 1, 2, 4, 5, 6 e 8 pg/mL,
em baldo volumétrico de 5 mL com adicdo de 250 pL do reagente de Folin-
Ciocalteau, 1 mL de Na2COs a 5 % e com volume ajustado com agua deionizada.

Essas solugcbes de acido galico foram preparadas a partir da solugcdo estoque de



42

acido galico a 1 mg/mL. Todas as amostras foram acondicionadas a temperatura
ambiente e protegidas da luz por 2 horas. Apos este periodo, as amostras foram
submetidas a andlise em espectrofotdbmetro ajustado para o comprimento de onda
de 760 nm. A partir da curva de calibracdo do acido gélico foram obtidos a equacgéo
da reta da quercetina (y = ax +b) e o coeficiente de determinagéo (r?). Metodologia

analoga foi utilizada por Nascimento et al., 2019.
4.2.3.3 Realizagéo da curva de calibracdo do extrato hexanico de PVA

Primeiramente, foi realizada uma curva de calibracdo do extrato hexanico com
cinco concentragdes diferentes em triplicata, nas concentracdes de 30, 40, 50, 60 e
75 pg/mL, em baldo volumétrico de 5 mL com adicdo de 250 pL do reagente de
Folin-Ciocalteau, 1 mL de Na2CO3 a 5 % e com volume ajustado com &agua
deionizada. Essas solucdes de extrato hexanico de PVA foram preparadas a partir
da solucdo estoque de extrato hexéanico a 10 mg/mL. Todas as amostras foram
acondicionadas a temperatura ambiente e protegidas da luz por 2 horas. Apés este
periodo, as amostras foram submetidas a analise em espectrofotbmetro ajustado
para o comprimento de onda de 760 nm. O teor de fendis totais do extrato hexanico
foi obtido a partir da equacédo da reta do acido galico e descrito em % de fendis totais.
Metodologia analoga foi utilizada por Nascimento et al., 2019.

4.2.4 Determinacéo da capacidade de sequestro do radical DPPH (CSR %)
4.2.4.1 Preparo das solucdes estoques de extrato hexanico, de trolox e de DPPH

A determinacdo da capacidade do sequestro do radical (CSR %) livre do extrato
hexanico de PVA foi realizada pelo método do sequestro do radical DPPH. Foram
pesadas 100 mg de extrato hexanico de PVA que foram solubilizadas com etanol em um
baldo volumétrico de 10 mL para a obtencdo de uma solucdo de extrato hexanico de PVA
a 10 mg/mL. Foram pesadas 4 mg de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil - Sigma-Aldrich)
gue posteriormente foram solubilizadas em etanol em um baldo volumétrico de 100 mL
para obtencdo de solucdo estoque de DPPH a 0,04 mg/mL. Foram pesadas 5 mg de
trolox (Sigma-Aldrich) que posteriormente foram solubilizadas em etanol em um balédo
volumétrico de 5 mL para obtengdo de solugdo estoque de trolox a 1 mg/mL (controle

positivo). Metodologia analoga foi utilizada por Nascimento et al., 2019.
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4.2.4.2 Realizacdo da curva de calibracao do trolox

Primeiramente, foi realizada uma curva de calibracdo do trolox com oito
concentracOes diferentes em triplicata, nas concentracdes de 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 8 e
12 pg/mL, em balédo volumétrico de 5 mL com adicdo de 2 mL da solucéo estoque de
DPPH e com o volume completado com etanol. Essas solucdes de trolox foram
preparadas a partir da solucdo estoque de trolox a 1 mg/mL. Todas as amostras
foram acondicionadas a temperatura ambiente e protegidas da luz por 30 (trinta)
minutos. ApOs este periodo, as amostras foram submetidas a andlise em
espectrofotometro ajustado para o comprimento de onda de 520 nm. A partir da
curva de calibracdo do trolox (controle positivo) foram obtidos a equacao da reta da
do trolox (y = ax +b) e o coeficiente de determinacdo (r?). A partir da equacéo da
reta do trolox foi possivel determinar sua ICso (concentracdo inibitoria 50 %).

Metodologia analoga foi utilizada por Oliveira et al., 2021.
4.2.4.3 Realizacdo da curva de calibracao do extrato hexanico de PVA

Primeiramente, foi realizada uma curva de calibragdo do extrato hexanico com
seis concentragOes diferentes em triplicata, nas concentracdes de 1, 5, 10, 15, 20 e
25 pug/mL, em balédo volumétrico de 5 mL com adi¢cédo de 2 mL da solugéo estoque de
DPPH e com o volume completado com etanol. Essas solucdes de extrato hexanico
de PVA foram preparadas a partir da solucdo estoque a 10 mg/mL. Todas as
amostras foram acondicionadas a temperatura ambiente e protegidas da luz por 30
(trinta) minutos. Apds este periodo, as amostras foram submetidas a anélise em
espectrofotdbmetro ajustado para o comprimento de onda de 520 nm. A partir da
curva de calibracdo do extrato hexanico foram obtidos a equacédo da reta (y = ax +b)
e o coeficiente de determinacéo (r?). A partir da equacdo da reta do extrato hexanico
foi possivel determinar sua ICso (concentracao inibitoria 50 %). Metodologia analoga

foi utilizada por Oliveira et al., 2021.

4.3 Obtencao das formulagdes de cimento de ionédmero de vidro enriquecido
com extrato hexanico de PVA (CIVP)

Foram desenvolvidas trés formulagbes de ionébmeros de vidro enriquecidas

com PVA a partir de um ionémero comercial. O iondmero comercial utilizado foi o
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Maxxion R® cor A3 (FGM), quimicamente ativado. A partir do iondmero comercial
foram obtidas as formulagdes enriquecidas com propolis nas seguintes
concentracdes: 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % (peso/peso — p/p) de extrato hexanico de

propolis vermelha de Alagoas.

Para o desenvolvimento das formulagcdes, primeiramente foi determinado o
peso medio de uma medida padrdo do ionébmero comercial mediante a pesagem, em
triplicata, de uma medida do p6é do ionébmero com o dosador que acompanha o
produto comercial. O peso médio de uma medida foi de 100 mg. A adicdo de extrato
hexanico de PVA ao iondbmero comercial se deu através da adicdo de 5 pyL uma
solucdo etandlica do extrato hexanico a uma concentragdo ideal para obter cada
uma das concentracbes desejadas para os iondmeros enriquecidos, conforme
demonstrado na Tabela 3. Os corpos de prova das formulacdes experimentais foram
preparados em matriz de borracha de 4 mm de diametro por 2 mm de profundidade

para os ensaios de caracterizagao.

Tabela 3 — Proporcdes das formulacdes de iondmero enriquecidas com extrato
Hexanico de PVA

Formulacdo Quantidade de Quantidade de Solucdo de extrato Quantidade
CIVP p6 comercial solucdo de extrato  hexanico utilizada de propolis
(mg) hexénico (uL) (uL/mL) inserida (mg)
CIVP05% 100 5 100 0,5
CIVP1,0% 100 5 200 1,0
CIVP2,0% 100 5 400 2,0

Fonte: Autor, 2023.

4.4 Caracterizagcdo das formulacdes de cimento de iondmero de vidro
enriguecido com extrato hexanico de PVA (CIVP)

4.4.1 Determinacgao da atividade antibacteriana por difusdo

A atividade antibacteriana pelo método de difuséo foi determinada em relacdo a
cepa de Streptococcus mutans CCT 3440. A cepa bacteriana foi ativada em meio BHI
estéril a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo de incubacéo a cepa foi semeada em
meio BHA pela técnica de estriamento e cultivada a 37 °C por 24 horas. Apos 0
segundo periodo de incubacéo, foram coletadas colonias isoladas para a realizacéo do
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acerte do inéculo. O indculo foi ajustado para a concentracdo padrao de 0,5 McFarland
(108 UFC/mL) a partir da solucéo fisiolégica estéril com auxilio de espectrofotometro
ajustado em 625 nm (absorbancia entre 0,08 e 0,1). O ensaio foi realizado em placas de
Petri contendo meio BHA estéril. O indculo a 0,5 McFarland foi aplicado por toda a
extensao da placa imediatamente apds seu acerte, com auxilio de um swab estéril,
conforme preconizado pelo CLSI M2 A8, 2003. Os corpos de prova das formulactes
experimentais (n = 5) foram adicionados a placa. Um disco de eritromicina de 15 g foi
adicionado no centro da placa como controle positivo e o conjunto incubado a 37 °C por
24 horas. Uma placa de BHA estéril foi preparada com a salina estéril utilizada para
realizacdo do acerte do in6culo e incubada a 37 °C por 24 horas como controle negativo.
Finalizado o periodo de incubacéo, foi realizada a leitura dos resultados em funcéo dos
halos de inibicdo do crescimento bacteriano medidos em milimetros. Metodologia

analoga foi utilizada por Oliveira et al., 2021.
4.4.2 Determinacao do perfil de liberacédo de extrato hexanico de propolis

A determinacdo do perfil de liberacdo de extrato hexanico de propolis a partir
das formulacbes de ionébmeros enriquecidos foi realizada através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Um corpo de prova de cada uma das formulacfes
experimentais foi acondicionado em tubo criogénico de 2 mL. Em cada tubo contendo
o corpo de prova foram adicionados 200 L de solucéo salina e o conjunto colocado
em banho-maria a 37 °C por 24 horas. ApOs esse periodo, 2 yL do sobrenadante
foram coletados e analisados pelo método CLAE descrito no item 4.2.1. Metodologia
analoga foi utilizada por Oliveira et al., 2021.

4.4.3 Microdureza Knoop (KHN)

Os corpos-de-prova (CP), 5 amostras de cada grupo, foram analisados quanto a
dureza superficial apés 24 horas, pelo método Knoop. A leitura de
microdureza Knoop foi realizada no Laboratorio de Materiais Dentarios da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — FOP/Unicamp, em um Microdurémetro (HMV-
2000, Shimadzu, Japéo), com uma carga de 50 g aplicada durante 30s, endentador com
ponta em forma de losangulo. Foram realizadas trés endentacdes por superficie de cada
amostra, observando-se a distancia minima de 1 mm entre uma marca e outra, evitando-

se areas periféricas. A metodologia utilizada foi baseada em Silva et. al (2006).
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4.4.4 Rugosidade superficial

Foram feitas 5 amostras para cada grupo experimental utilizando uma matriz
circular de silicone por adicdo com orificio no centro, que permitiu a confeccédo das
amostras com dimensdes de 5 mm de didmetro e 4 mm de espessura. A matriz foi
posicionada sobre uma bancada e pressionada por uma tira de poliéster, cuja o
incremento Unico foi inserido com auxilio de uma espétula antiaderente (Thompson)
e compactada ao encontro das paredes internas da matriz. Checou-se a leitura
rugosimétrica dos grupos experimentais sem a realizacdo de nenhum tipo de
acabamento ou polimento superficial. Avaliou-se a rugosidade superficial por meio
de um rugosimetro (Mitutoyo - Modelo: SJ-210, Tokio, Japao), realizando-se trés
leituras em cada corpo de prova partindo de &reas distintas e passando pelo centro
geométrico de amostra. A rugosidade média inicial de cada espécime foi obtida
considerando a média das trés leituras efetuadas. A metodologia utilizada foi
baseada em Silva et. al (2006).

4.4.5 Determinacao do perfil de liberacao de fluoreto por RMN

O preparo das amostras para analise da liberacéo de fluoreto por ressonancia
magnética nuclear (RMN) foi realizado o seguinte modo: trés corpos de prova da
formulacdo de iondmero a 0,5 % com a extrato hexanica de PVA, logo apos, foram
preparados e imediatamente pesados conforme descrito no item 4.3, em seguida,
foram preparados também, os trés corpos de provas do grupo controle contendo
apenas o iondmero de vidro e pesados para determinacdo de suas respectivas
massas. Cada corpo de prova foi acondicionado em frasco contendo 600 pL de agua
deuterada (D20) a 37 °C por 5 dias. ApOs esse periodo, 600 pL da amostra
previamente preparada foi transferida para tubos de RMN de 5mm de diametro
externo para posterior analise em equipamento BRUKER, modelo Ascend, dotado
de magneto supercondutor, operando na frequéncia de 600 MHz para 'H e na
frequéncia de 564,64 MHz para 1°F, equipado com sonda de banda larga de 5 mm
de diametro, modelo PABBO BBF-H-D-5mm, com aplicacdo de 256 pulsos (NS) de
radio frequéncia (RF), com duracao de 4 segundos por scan.

Os sinais produzidos (FIDs) (Free Induction Decay), apresentando o

decaimento livre do sinal em funcéo do tempo, foram gerados com 128K pontos (TD),
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com delay entre pulsos (D1) de 3 segundos, P1: 15 us (pulso de 90°), AQ: 0,4893 s

(tempo de aquisi¢ao), utilizando a sequéncia de pulsos ZGFHIGQN.2.

Para o processamento das FIDs, foram aplicados Transformadas de Fourier
(FT), precedida de uma funcéo janela do tipo exponencial, com LB = 0,3 Hz, seguido
de correcdo de linha de base e ajuste de fase com os espectros gerados sendo
obtidos com uma largura de janela de 237,21ppm. Os sinais observados em um
espectro de RMN s&o gerados em uma escala de ppm, achado de modo que 0s
sinais sejam apresentados em posicdo idénticas, independentemente do
equipamento utilizado. Os valores em ppm para cada sinal, pode ser alcancado,
dividindo a posi¢cao do sinal em Hz, pela frequéncia do equipamento em MHz. A
interpretacdo quantitativa do espectro de RMN, pode ser obtida com a integracao
(relativa) das areas dos sinais observados nos espectros. A posicdo dos sinais, em
ppm, nos espectros, refletem diferentes ambientes quimicos, dependente da posicao
de cada atomo nas moléculas em analise. A metodologia utilizada foi baseada em
Pettinari C., Rafaiani G. (2017) e Lindon J.C. (2016).

4.4.6 Determinacéo do perfil de liberacao de fluoreto por Fluorimetria
Preparo das amostras

Foram preparados corpos de prova de CIV comercial e CIVP 0,5 % (n= 3),
conforme metodologia descrita no item 4.3. Os corpos de prova confeccionados
foram imediatamente pesados e acondicionados em microtubo contendo 0,6 mL de
agua deionizada, por 5 dias, protegidos da luz e a temperatura ambiente. Apos esse
periodo, as amostras foram avaliadas quanto a capacidade de liberacdo de fluoreto

por fluorimetria.
Anélise da concentracao de fluoreto

Para a determinacdo da concentracdo de fluoreto nas amostras, foi utilizado
um eletrodo de fllor ion especifico (Orion® 96-09 BNWP; Orion Research, Boston,
MA, USA), acoplado a um potencibmetro (Thermo Scientific Orion Versa Star). O
eletrodo foi calibrado, em triplicata, com solucbes padrdo de fluoreto contendo
diferentes concentracgdes de fluoreto (0,125; 0,250; 0,50; 1,0; 2,0; 5,0 e 10 pg F/mL),

obtidas pela diluicdo de uma solugdo padrdo contendo 10 ppm F (Orion®, Cat. No.
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040907, Thermo Scientific). Para tal, foram utilizados 1 mL de cada padrdo e 1 mL
de tampéo TISAB Il (Total lonic Strenght Adjustment Buffer). Para a curva de
calibracao, foi realizado um célculo de regresséo linear entre log [F- ] e a mV obtida
na leitura das amostras (r> = 0.9985). Posteriormente, foi realizada a leitura das
amostras relativas ao CIV ou ao CIV modificado com propolis, também em triplicata.
Essas amostras foram preparadas nas mesmas condi¢des descritas para os padrdes
da curva de calibragdo (1:1). As leituras da diferenga de potencial em mV foram
convertidas na concentragdo de fluoreto em pg F/mL (PPM), utilizando-se o
programa Microsoft Excel®. A média da concentracdo de flor encontrada nas 3
amostras de cada produto foi calculada e os dados expressos em ug F/mL (n = 3). O

método utilizado foi adaptado de Carey; Coleman, 2016.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo do extrato hexanico de propolis vermelha de Alagoas

5.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foram observadas as presencas de sete marcadores da propolis vermelha de
Alagoas no extrato hexanico, dentre eles: daidzeina (1), liquiritigenina (2), pinobanksina
(3), isoliquiritigenina (4), formononetina (5), pinocembrina (6) e biochanina A (7),

conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4 — Perfil CLAE do extrato hexanico da prépolis vermelha de Alagoas a 500 pg/mL.
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Fonte: Autor, 2023.

Os marcadores identificados neste trabalho corroboram com os marcadores da
propolis vermelha de Alagoas citados na literatura (DE MENDONCA et al., 2015; DO
NASCIMENTO et al.,, 2019; SILVA et al., 2008). O desenvolvimento de produtos
derivados de propolis vermelha de Alagoas deve ser iniciado pela caracterizacdo do
extrato a ser utilizado, uma vez que a composicdo dos marcadores pode variar
conforme a localidade do apiario e sazonalidade (DO NASCIMENTO et al., 2019). A
identificagdo dos marcadores da propolis é de extrema importancia no desenvolvimento
de produtos derivados de prépolis uma vez que esses compostos Sao responsaveis
pelas atividades biologicas atribuidas a PVA (FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN,
2016b; OLDONI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2021; PORTO, I.C.C.M. et al., 2018).
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5.1.2 Determinacéao de flavonoides totais

A curva de calibragdo da quercetina apresentou coeficiente de correlagéo de
Pearson (r) de 0,9997 e coeficiente de determinacéo (r?) igual a 0,9993, indicando
correlacdo positiva entre as concentracdes das solucbes de quercetina e as
respectivas respostas de absorbancia obtidas para elas no espectrofotdmetro (as
absorbancias sdo diretamente proporcionais as concentracées). O r? indica que a
resposta do equipamento explica 99,9 % a determinagdo da concentracdo de

guercetina nas solucdes, conforme apresentado na Tabela 4 e Figura 5.

Tabela 4 — Dados da curva de calibragdo da quercetina.

) [quercetina )
[ug/mL] ABS 1 ABS 2 ABS 3 Média DP %CV exatidao R
recuperada]
1 0,0641  0,0639 0,064 0,064 0,0001 0,156 0,862 86,217 0,9997
2 0,1522  0,1525 0,152 0,152 0,0002 0,137 2,104 105,180
4 0,2761 0,276 0,275 0,275 0,0002 0,075 3,843 96,074
6 0,4268 0,4271 0,427 0,427 0,0002 0,049 5,968 99,469
8 0,579 0,5795 0,579 0,579 0,0003 0,055 8,111 101,383
10 0,712 0,7126 0,712 0,712 0,0004 0,064 9,983 99,831
12 0,8549  0,8551 0,855 0,855 0,0005 0,062 11,992 99,930

Fonte: Autor, 2023.

Figura 5: Curva de calibracdo da quercetina.
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A partir da equacao da reta da curva de calibracdo da quercetina foi possivel
determinar o teor de flavonoides totais para o extrato hexanico de propolis vermelha
de Alagoas que foi de 7,35 %, conforme apresentado na Tabela 5 e Figura 6. Esse
resultado equivale a 73,5 mg de flavonoides totais por grama de extrato hexanico seco
(73,5 mg/g em equivalentes de quercetina). Segundo a Instrugdo normativa N° 03 de
2001 do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), os tipos de
propolis podem ser classificados quanto ao teor de flavonoides totais em baixo (menor
que 1 %), médio (de 1 a 2 %) e alto teor (acima de 2 %). Desse modo, 0 extrato

hexanico de PVA pode ser caracterizado como de alto teor de flavonoides totais.

Tabela 5 — Dados da curva de calibragéo da do extrato hexanico para flavonoides totais.

%

[Hexdnic ABS ABS ABS ) [querceti % flavo- )
Média DP %CV ) flavonoid
o] 1 2 3 naj noides )
es totais
25 0,097 0,128 0,139 0,121 0,022 17,950 1,431 5,724 7,352
50 0,265 0,272 0,27 0,269 0,004 1,340 3,593 7,186
100 0,553 0,573 0,575 0,567 0,012 2,146 7,956 7,956
150 0,831 0,878 0,86 0,856 0,024 2,769 12,192 8,128
200 1,088 1,083 1,083 1,085 0,003 0,266 15,535 7,768

Fonte: Autor, 2023.

Figura 6 — Curva de calibracdo do extrato hexéanico para flavonoides totais.
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A curva de calibracéo do acido gélico apresentou coeficiente de correlacdo de

Pearson (r) de 0,9993 e coeficiente de determinacéo (r?) igual a 0,9986, indicando

correlacdo positiva entre as concentracdes das solucbes de acido galico e as

respectivas respostas de absorbancia obtidas para elas no espectrofotdmetro (as

absorbancias sdo diretamente proporcionais as concentracdes). O r? indica que a

resposta do equipamento explica 99,8 % da determinacdo da concentracéo de acido

galico nas solucbes, conforme apresentado na Tabela 6 e Figura 7.

Tabela 6 — Dados da curva de calibragédo do &cido gélico.

[zg/mL] ABS1 ABS2 ABS3 MEDIA  DP cV% GL’:‘;'O] E"?;‘;%

1 0,132 0,111 0,116 0,120 0011 9,167 0,968 96,817 0,9993
2 0,208 0,202 02 0203 0004 2,048 2,019 100,963

4 0,364 0,369 0,364 0,366 0,003 0,789 4,058 101,466

5 0,399 045 044 0430 0027 6290 4,862 97,253

6 053 0,539 0,527 0532 0006 1,174 6,148 102,471

8 068 0669 0677 0675 0006 0842 7,948 99,361

Fonte: Autores, 2023.

Absorbancia

Figura 7 — Curva de calibracéo do acido galico.
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A partir da equacéo da reta da curva de calibracdo do acido galico foi possivel
determinar o teor de fendis totais para o extrato hexanico de propolis vermelha de
Alagoas que foi de 11,76 %, conforme apresentado na Tabela 7 e Figura 8. Esse
valor de fendis totais corresponde a 117,6 mg de fendis totais por grama de extrato
hexéanico seco (117,6 mg/g em equivalentes de acido galico). Segundo a Instrucéo
normativa N° 03 de 2001 do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), as prépolis para serem comercializadas no Brasil precisam ter no minimo
5 % de compostos fendlicos totais. Desse modo, o extrato hexanico de PVA pode ser

caracterizado como de alto teor de compostos fendlicos totais.

Tabela 7 — Dados da curva de calibrac@o do extrato hexanico para fendis totais.

Extrato ABS1 ABS2 ABS3 Média DP cv [Ac. [Fendis % Fendis
[ug/mL] (%) Galico] totais] totais média
30 0,296 0,273 0,288 0,285 0,012 4,087 3,054 10,179 11,767

40 039 0,38 0,379 0,383 0,006 1,482 4,285 10,712

50 0,502 0,534 0,545 0,527 0,022 4 6,085 12,171

,239
60 0,591 0,67 0,665 0,642 0,044 6,891 7,530 12,550
75 0,831 0,848 0,817 0,832 0,016 1,866 9,917 13,223

Fonte: Autor, 2023.

Figura 8 — Curva de calibracdo do extrato hexanico para fendis totais.
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ANDRADE et al., 2017 analisaram o teor de flavonoides totais para prépolis
vermelha, verde e marrom coletadas em janeiro de 2016 na cidade de Marechal Deodoro,
Alagoas, Brasil. Os autores observaram que o extrato hidroalcodlico da propolis vermelha
apresentou teor de flavonoides totais de 31,48 mg/g (3,14 %) e teor de compostos fendlicos
totais de 91,32 mg/g (9,13 %) (ANDRADE et al, 2017). OLIVEIRA et al., 2021
determinaram o teor de flavonoides totais para o extrato acetato de etila de propolis
vermelha de Alagoas coletada na cidade de Marechal Deodoro, Alagoas, Brasil em julho de
2013. Os autores observaram que o valor encontrado foi de 54,56 mg/g (5,45 %)
(OLIVEIRA et al., 2021). Desse modo, observa-se que o extrato hexanico de propolis
vermelha de Alagoas obtido neste trabalho tem maior teor de flavonoides totais e de
compostos fendlicos que outros extratos de propolis vermelha do Alagoas descritos na
literatura. Esse fato evidencia a potencial utilizacdo deste extrato para o desenvolvimento
de produtos a base de propolis uma vez que flavonoides e compostos fendlicos de modo

geral conferem atividades biologicas aos extratos de propolis vermelha.
5.1.4 Determinacéo da capacidade de sequestro do radical DPPH

A curva de calibracdo do trolox (controle positivo) apresentou coeficiente de
correlacdo de Pearson (r) de 0,9997 e coeficiente de determinacédo (r?) igual a
0,9993, indicando correlagéo positiva entre as concentracdes das solugdes de trolox
e as respectivas respostas de CSR% obtidas para elas no espectrofotdmetro (a
CSR % é diretamente proporcional as concentracdes). O r? indica que a resposta do
equipamento explica 99,9 % o sequestro do radical DPPH pelo trolox nas solugdes,
conforme apresentado na Tabela 8 e Figura 9.

Tabela 8 — Dados da curva de calibracdo da capacidade de sequestro de radical
DPPH do trolox.

ABS ABS ABS D CSR CSR CSR IC50

[ug/mL] 1 5 3 MEDIA p CV% 1 5 3 MEDIA  DP ug/mL

0,25 0,657 0,659 0,65 0,655 0,00 0,72 4,09 3,80 5,11 4,33 0,69 7,02 0,9996
0,5 0,648 0,649 0,643 0,647 0,00 050 5,40 5,26 6,13 5,60 0,47

1 0,609 0,62 0,621 0,617 0,01 1,08 11,09 949 9,34 9,98 0,97

2 0,581 0,58 0,578 0,580 0,00 026 1518 1533 1562 15,38 0,22

3 0,541 0,534 0,537 0,537 0,00 065 21,02 22,04 21,61 21,56 0,51

4 0,474 0,476 0,487 0,479 0,01 146 30,80 30,51 2891 30,07 1,02

8 0,288 0,29 0,292 0,29 0,00 069 5796 57,66 57,37 57,66 0,29

12 0,112 0,116 0,115 0,114 0,00 1,82 8365 8307 8321 8331 0,30

Fonte: Autor, 2023.
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Figura 9 — Curva de calibracdo da capacidade de sequestro de radical do trolox.
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A ICso da capacidade de sequestro de radical DPPH do extrato hexanico de PVA
foi 9,22 pg/mL enquanto a ICso do trolox foi de 7,02 pg/mL conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9 — Dados da curva de calibracéo para a capacidade de sequestro de radical

do extrato hexanico de propolis vermelha de Alagoas

— ~ N ™ 5

s < < < = 8 8 3 £ e

1 0,565 0,55 0,555 0,557 2,08 4,67 3,81 3,52 0,60 9,23 0,9227
5 0,389 0,383 0,38 0,384 32,58 33,62 34,14 33,44 0,36

10 0,219 0,222 0,235 0,225 62,04 61,52 59,27 60,94 1,17

15 0,165 0,165 0,141 0,157 71,40 71,40 75,56 72,79 2,11

20 0,129 0,128 0,131 0,129 7764 77,81 77,29 77,58 0,26

25 0,108 0,103 0,112 0,108 81,28 82,14 80,58 81,34 0,78

Fonte: Autor, 2023.
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5.2 Caracterizacdo das formulacdes de cimento de ionébmero de vidro
enriqguecidas com propolis vermelha de Alagoas

5.2.1 Determinagao da atividade antibacteriana por difusao

As formulacdes de iondmeros enriquecidas com prépolis nas concentracfes
de 1 e 2 % ficaram demasiadamente escuras, comprometendo a funcdo estética
necesséria de simulacdo de material restaurador e, por esse motivo, ndo foram
utilizadas nos ensaios de caracterizagdo. A formulagdo 0,5 % apresentou halo de
inibicdo de 13,2 mm (x 1,64) em relacdo a cepa de Streptococcus mutans CCT 3440,
conforme apresentado na Figura 10. Almeida et al., 2017 avaliaram a atividade
antibacteriana do extrato hidroalcéolico e do extrato cloroférmico de uma amostra
propolis vermelha de Alagoas coletadas em abril de 2012 na cidade de Marechal
Deodoro, Alagoas, Brasil frente a bactéria Staphylococcus aureus. Os autores
observaram gue o halo de inibicdo para o extrato hidroalc6olico na concentracao de
400 pg/mL foi de 10 mm, enquanto o halo de inibicdo para o extrato cloroférmico na
mesma concentracdo foi de 12 mm (ALMEIDA et al., 2017). Os resultados
observados por Almeida et al., 2017 corroboram com os achados deste trabalho.
Apesar das bactérias serem diferentes, as duas cepas sdo Gram positivas, logo,
mais sensiveis aos extratos de propolis. Sabe-se que as bactérias Gram negativas
sdo mais resistentes aos extratos de propolis. Nesse sentido, a formulacdo de
ionbmero enriquecida com extrato hexanico de prépolis vermelha se mostrou

promissora ao apresentar atividade contra o S. mutans.

Figura 10 — Atividade do ionémero enriquecido pelo método de difusdo em agar

contra Streptococcus mutans.

Fonte: Autor, 2023.
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5.2.2 Determinacdo da liberacdo do extrato hexanico de prépolis a partir do

ionbmero enriquecido com PVA.

Foi possivel observar que as formulagdes enriquecidas com extrato hexanico de
propolis vermelha de Alagoas foram capazes de liberar flavonoides presentes no extrato,
conforme Figura 11. Os compostos identificados foram: daidzeina, liquiritigenina,
pinobanksina, isoliquiritigenina e formononetina. A libragdo desses compostos em meio
aquoso a partir das formulagcbes de iondmero enriquecidas explica a atividade
antibacteriana observada por difusdo em agar. Os compostos identificados sé&o
caracteristicos da propolis vermelha de Alagoas. No perfil de liberacdo do ionémero
comercial ndo foi possivel observar os picos dos constituintes da prépolis vermelha de
Alagoas. Por outro lado, os perfis apresentados na Figura 11 ndo permitem
correlacionar a concentracdo de PVA no substrato com as alturas de picos ou areas
integradas sob as curvas. Evidencia-se aqui que a liberacdo ndo depende da

concentracdo de PVA, mas provavelmente da superficie exposta do corpo de prova.

Figura 11 — Perfil de liberacéo dos ionémeros enriquecidos com extrato hexanico via CLAE.
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5.2.3 Microdureza Knoop (KHN)

Os valores médios e de desvio padrao de dureza superficial para os grupos
estdo representados na Tabela 10. Os resultados mostraram que foi observada
diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre os materiais estudados apés
ANOVA One-way.

Tabela 10 — Média (tDP) da microdureza (KNH) para os diferentes materiais

testados.
Material Microdureza Knoop (KHN)
Clv 50.5+£ 1,58 C
0,5% 66.5+ 2,49 A
2% 78.3+t4.43 B

Fonte: Autor, 2023.

Os cimentos de londbmero de Vidro (CIV) sdo amplamente utilizados na
Odontologia, e isso se deve primordialmente as suas propriedades, como a
capacidade de absorver e liberar fllor, coeficiente de expansdo térmica linear
semelhante ao dente, biocompatibilidade, e uma boa adeséo aos substratos dentais
(NICHOLSON et al 2016).

A capacidade de um material resistir as forcas da mastigacdo € uma das
propriedades fundamentais, visto que isto esta relacionado a manutencdo deste na
cavidade oral, sem sofrer fraturas. Em virtude disso, para avaliar se a propolis vermelha
adicionada ao CIV resultaria em um material viavel para uso, o teste de Microdureza
Knoop (KNH) foi o método escolhido para a andlise das amostras do grupo controle, e

do grupo com as concentragdes diferentes de extrato hexanico de prépolis + CIV.

Os resultados obtidos neste estudo se mostraram superiores a média de valores
normais de Dureza Knoop (KHN) — sendo o valor minimo de dureza para os cimentos
de iondmero de vidro restauradores igual a 48 KHN (RAGGIO, 2004). Em nosso
estudo os grupos associados a propolis, apresentaram resisténcia a compressao
superior ao grupo controle. Estes achados corroboram com os de ALTUNSOY et al
2016 que relata que o avango da microdureza dos espécimes CIV adicionados de

extrato de prépolis pode ser resultado da combinacéo de moléculas CIV e EEP (extrato
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etandlico de propolis). Muitos compostos fendlicos estdo presentes no EEP. O aumento
na microdureza superficial do EEP adicionado ao CIV pode ser devido a alta atividade

do EEP, como resultado, 0 aumento das ligagbes cruzadas.

Em contrapartida, no estudo de SUBRAMANIAM et al 2017 a diferenca entre
os resultados de forca compressiva do grupo controle e do grupo experimental
acrescido de propolis foi estatisticamente significante, exibindo uma perda
significativa na capacidade de resistir as forgas. Foi atribuido a isto uma possivel
interferéncia da propolis na reacao entre as particulas de vidro e o acido poliacrilico,
aumentando o numero de particulas ndo reagentes na estrutura. Diante do que foi
apresentado, os resultados mostraram que a associacéo do CIV com o extrato hexanico
aqui utilizado néo alterou as propriedades mecanicas do material, e no outro, a adicdo do
extrato de prépolis ocasionou numa perda da capacidade do CIV de resistir a forcas de
compressao. Isso possivelmente deve-se ao fato de a presenca do extrato de propolis
resultar em particulas ndo reagentes (SUBRAMANIAM et al 2017), tornando o material
mais vulneravel, além de as diferentes concentracfes de extrato utilizadas nos diferentes
estudos — incluindo este — poderem ter alguma influéncia. Além disso, a propolis produz
uma coloracédo amarelada (FERREIRA & REGO 2006), podendo alterar a cor do cimento
de iondbmero de vidro, afetando negativamente a estética quando usado na regido
anterior (ALTUNSQY et al 2016), e a presenca do solvente altera a viscosidade do
material (FERREIRA & REGO 2006), tornando-o mais fluido e aumentando seu tempo de
presa e, consequentemente, de trabalho (HATUNOG™LU et al 2014).

5.2.4 Rugosidade superficial

Os resultados obtidos estdo representados na Tabela 11, onde se observa
valores médios e de desvio padréo de rugosidade superficial para os grupos com
valores distintos. Os resultados mostraram que foi observada diferenca entre os
materiais estudados quando comparados ao de 2%. A concentracdo de 0,5%
apresentou padréo de rugosidade superficial igual ao grupo controle, mostrando que
a inclusdo de extrato hexanico da propolis vermelha, em concentracdées menores,

nao alteram a rugosidade de superficie do material.
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Tabela 11 — Média (£DP) da rugosidade (um) para os diferentes materiais testados.

Material Rugosidade (um)
Clv 0,484+ 0.225 A
0,5% 0,382+ 0.220 A
2% 0,898+0.566 B

Fonte: Autor, 2023

Tal resultado encontra respaldo nos resultados de Oliveira et al. 2013 e em
Milicevi¢ et al. 2018. Bollen et al. em 1997, relataram que a rugosidade superficial
critica (Ra) para colonizagdo bacteriana é de 0,2 ym. O acumulo bacteriano, a
maturacdo da placa e a acidez aumentam significativamente quando a rugosidade
superficial ultrapassa 0,2 um, o que atua nas superficies dos materiais, aumentando
assim o risco de céarie (Bollen et al. 1996). No entanto, os CIV compensam
parcialmente a liberacdo anticarie de flior que é incorporado a rede de hidroxiapatita
e retardam os processos de desmineralizacdo e contribuem para o processo de
remineralizacdo (Weidlich et al. 2000). A presenca de extrato de prépolis no
iondbmero proposto neste trabalho é mais um fator positivo, além da presenca
convencional de fluoreto, para o impedimento da colonizacdo da superficie do
material por bactérias, pois, como demonstrado, o material apresentou atividade

antibacteriana contra Streptococcus mutans.
5.2.5 Determinacéao do perfil de liberacéo de fluoreto por RMN

Os espectros de RMN F19 foram ampliados entre -130 a -170 ppm, para uma
melhor visualizacdo dos sinais de fluor. Foi possivel observar a liberacao de fluoreto
para o meio, uma vez que 0s espectros dos sobrenadantes apresentaram sinal de
fldor (Figuras 12, 13, 14, e 15). Nao foram encontrados estudos na literatura que
demonstrem a liberagdo de fluoreto de célcio a partir de cimento de iondbmero de
vidro através da técnica de RMN. Esse tipo de estudo € geralmente realizado em
fluorimetro (NEELAKANTAN et al., 2011). Contudo, os resultados dos ensaios,
demonstraram que foi possivel observar que as massas semelhantes apresentam
sinais graficos compativel de proporcionalidade, inclusive, quando da diluicdo do
sobrenadante nas proporcoes de: 1.5, 2:4, 3:3, tanto para o CIV, quanto para CIVP,

verificou - se a similaridade dos espectros, diretamente proporcional ao aumento da
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concentracdo e aumento das massas. Fez-se necessario a conducdo de ensaio de
determinacao da liberacdo de fluoreto de célcio por meio da técnica de fluorimetria,
objetivando confirmar os resultados aqui encontrados, face a inediticidade do uso da
técnica de RMN para detecc¢éo de flaor livre em materiais odontoldgicos.

Figura 12 — Sobreposicao de trés espectro de RMN-19F referentes a liberacdo de

fluoreto a partir da formulagéo de CIV. (1:5 azul), (2:4 rosa), (3:3 marrom).
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Fonte: Autor 2023.

Figura 13 — Sobreposicéo de trés espectro de RMN-1°F referentes a liberagdo de

fluoreto a partir da formulacéo de CIV. 73,48 mg. (1:5 azul), (2:4 rosa), (3:3marrom).
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Figura 14 — Sobreposicao de trés espectro de RMN-1°F referentes a liberacdo de
fluoreto a partir da formulagcdo de CIV enriquecido com PVA 74,27 mg. (1:5 azul),

(2:4 rosa), (3:3 marrom).
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Figura 15 — Sobreposicao de trés espectro de RMN-1°F referentes a liberacao de
fluoreto a partir da formulacéo de CIV enriquecido com PVA 74,27 mg. (1:5 azul),

(2:4 rosa), (3:3 marrom).
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Fonte: Autor 2023.
5.2.6 Determinagé&o do perfil de liberagdo de fluoreto por fluorimetria

A partir da curva de calibracéo do fluoreto (Tabela 12 e Figura 16), foi possivel
determinar a liberacao de fluoreto para as amostras de CIV comercial e CIVP 0,5 %.
Conforme a Tabela 13 e a Figura 17, o CIV comercial apresentou liberacdo de 67,32
(x 7,21) pg F/mL enquanto CIVP 0,5 % apresentou liberacdo de 75,53 (+ 7,39) ug F
/mL. O teste Man-Whitney realizado para comparar os dois grupos demonstrou que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre eles (p = 0,2). A amostra CIVP 0,5
% se apresenta promissora pois, além de demonstrar atividade antibacteriana contra

S mutans, possui 0 mesmo nivel de liberacao de fluoreto que o cimento de ionémero
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de vidro comercial. Sabe-se que a intencionalidade clinica do uso CIV é justamente
a liberacédo de fluoreto sobre a superfice da cavitacdo. Sabe-se que esse material
atua como reservatorio de fluoreto, pois apoés a liberacdo do seu conteudo original, é
capaz de captar fluoreto proveniente da escovacdo com dentrificio fluoretado e/ou
colutorios fluoretados, promovendo trocas ibnicas mantendo sua capacidade de
liberacdo de fluoretos. Esse ciclo se mantém durante a vida util do material. Esse
mecanismo de acdo do material € de extrema importancia para a promoc¢do da

remineralizagéo dos tecidos remanescentes na cavidade.

Tabela 12 — Curva de calibracdo do padréo de fluoreto

Conc. da
Conc. Padréo | mL do mL de Mistura Intercep. log F pg F

pug F/ mL Padrdo | Tisab Il pug F/ mL log F mv 1,7248 calc. calc. CV.%
0,125 1,0 1,0 0,125 -0,9031 163,4 -0,8960 0,127 1,66
0,250 1,0 1,0 0,250 -0,6021 1471 Inclinagdo | -0,6345 0,232 -7,20
0,500 1,0 1,0 0,500 -0,3010 130,8 -0,01604 | -0,3731 0,424 HHtH
1,000 1,0 1,0 1,000 0,0000 109,9 RQuad -0,0379 0,917 -8,35
2,000 1,0 1,0 2,000 0,3010 90,0 0,2813 1,911 -4,44
10,000 1,0 1,0 10,000 1,0000 46,3 0,9985 0,9822 9,599 -4,01

Slope

Fonte: Autor, 2023.

Figura 16 — Curva de calibrag&o do fluoreto.
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Tabela 13 — Analise de liberacao de fluoreto a partir das amostras de CIVP e CIV.

[Mistura] Diluicdo Diluicdo Média

Amosta mv log Fcalc. ug Fcalc. pgFmL TISAB Amostra amostra yg FmL dp Cv%

Civi 12,5
Clv 2 9,5
Clv 3 15,3

Civ+P1 73
Civ+P2 8.2
Cv+P3 124

1,5244
1,5725
1,4794
1,6078
1,5933
1,5260

33,447 33,447 2 1 66,89
37,366 37,366 2 1 74,73
30,161 30,161 2 1 60,32 67,32 7,21 10,7
40,528 40,528 2 1 81,06
39,203 39,203 2 1 78,41
33,570 33,570 2 1 67,14 75,53 7,39 938

Fonte: Autor, 2023.
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Figura 17 — Liberacao de fluoreto por fluorimetria das amostras CIVP 0,5 % e CIV

comercial.
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Fonte: Autor, 2023.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato hexanico de propolis apresentou alto teor de flavonoides totais e de
fendis totais, e capacidade do sequestro do radical DPPH. O perfil cromatografico do
extrato hexanico demonstrou a presenca dos marcadores da propolis vermelha de
Alagoas liquiritigenina, daidzeina, pinocembrina, isoliquiritigenina, formononetina,

biochanina A e pinobanksina.

Foi possivel desenvolver e caracterizar trés formulagcdes de cimento de
ionbmero de vidro enriquecidos com propolis vermelha de Alagoas (CIVPs). A
formulagéo CIVP 0,5 % demonstrou atividade antibacteriana contra Streptococcus
mutans CCT 3440 por difuséo, sugerindo que a mesma possui capacidade de liberar
o extrato de prépolis para o meio. O perfil de liberacdo de propolis a partir da
formulacdo CIVP 0,5 % confirmou a liberacdo de prépolis a partir da formulacéo de
iondbmero enriquecida, através dessa determinacdo foi possivel observar a liberacéo

dos flavonoides marcadores da prépolis em meio aquoso.

A determinacéo da liberacao de fluoreto através da técnica de RMN sugere a
liberacdo desse ion a partir da formulagdo enriquecida, de forma qualitativa. Na
fluorimetria, observou - se resultados promissores, onde a liberacdo de fluoretos nas
amostras do CIVP a 0,5% apresentou resultados semelhantes aos das amostras do
CIV comercial utilizados como controle. Ou seja, a presenca do extrato hexanico de

PVA ndo afeta a liberacéo de fltor pelo CIV.

Em relacéo a caracterizacdo mecanica, os resultados dos grupos associados
a propolis, apresentaram resisténcia a compressao superior ao grupo controle.
Quanto a rugosidade, foi possivel que o CIVP 0,5 % apresentou mesma rugosidade
superficial que o grupo CIV comercial, indicando que essa concentracdo de propolis

adicionada néo interfere na rugosidade superficial.

A busca por um material odontolégico ideal para o combate a carie dentéaria
nao tem sido facil, porém o aprimoramento dos materiais restauradores, combinados
com a diversidade de produtos naturais, alimentam as esperangas de num futuro

préximo poderemos alcancar esse objetivo.

Em suma, a adicdo de propolis vermelha de Alagoas, a partir do extrato
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hexanico utilizado permite a agregacdo de todas as atividades biologicas ja
atribuidas a PVA, dentre elas, as fungicidas, bactericidas, cicatrizantes, entre outras,
mas de outro lado, mantem a integridade mecéanica necessaria para o correto uso do
ClV, j& que os testes de microdureza, rugosidade superficial e de liberacdo de
fluoreto ndo sédo afetados pela presenca do extrato. Assim, pOe-se 0 extrato
hexanico de PVA como um poderoso aliado do cirurgido dentista, incrementando as
prolatadas propriedades mecénicas do CIV com propriedades farmacéuticas até
entdo inéditas em produtos odontoldgicos de origem natural.

Os resultados aqui apresentados apontam que o uso do CIVP pode permitir o
desenvolvimento e resultados muito mais favoraveis no combate as lesdes de caries e

nos insucessos das restauracdes atraves de técnicas efetivas e minimamente invasivas.
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The aim of this study was to obtain a Brazilian red propolis (BRP) enriched composite resin
and to perform the characterization of its antibacterial activity, mechanical, and physical-
chemical properties. Brazilian red propolis ethyl acetate extract (EABRP) was characterized
by LC-ESI-Orhitrap-FTMS, UPLC-DAD, antibacterial activity, total flavonoids content, and
radical scavenging capacity. BRP was incorporated to a commercial composite resin (RC)
to obtain BRP enriched composite at 0.1, 0.15 and 0.25% (RP10, RP15 and RP25,
respectively). The antibacterial activity RPs was evaluated against Streptococcus mutans
by contact direct test and expressed by antibacterial ratio. The RPs were characterized as
its cytotoxicity against 3T3 fibroblasts, flexural strength (FS), Knoop microhardness (KHN),
post-cure depth (CD), degree of conversion (DC%), water sorption (Wsp), water solubility
(Wsl), average roughness (Ra), and thermal analysis. Were identified 50 chemical
compounds from BRP extract by LC-ESI-Orbitrap-FTMS. EABRP was bacteriostatic
and bactericide at 125 and 500 pg/ml, respectively. The RP25 exhibited antibacterial
ratio of 90.76% after 1 h of direct contact with S. mutans (p < 0.0001) while RC no showed
significative antibacterial activity (o = 0.1865), both compared with cell control group. RPs
and RC no showed cytotoxicity. RPs exhibited CD from 2.74 to 4.48 mm, DC% from 80.70
to 83.96%, Wsp from 17.15 to 21.67 pg/mm?, Wsl from 3.66 to 4.20 pg/mm?, Ra from
14.48 to 20.76 nm. RPs showed thermal resistance between 448-455°C. The results
support that propolis can be used on development of modified compaosite resins that show
antibacterial activity and that have compatible mechanical and physical-chemical
properties to the indicate for composite resins.
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