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RESUMO. Neste estudo comparou-se a viabilidade das células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs) humano quando mantidas em diferentes extratos e formulagdes de prépolis. As PBMCs
(10° cels mL™"), provenientes de doadores sauddveis (n=>5), foram estocadas a 20°C nas diferentes solugdes
de prépolis, assim como em solugio salina balanceada de Hank’s (HBSS), utilizada como controle do
experimento. A viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusio com azul de Tripan. Quando
incubadas por 1h, apenas dois extratos, denominados A70D e D70D, apresentaram desempenho satisfatério
na manutengio da viabilidade celular, semelhante (p > 0,05) ao controle HBSS e diferindo estatisticamente
(p < 0,05) das demais formulagdes. A70D e D70D foram entio testados em cinco diluicdes em
propilenoglicol, ao longo de 24h, com anilise nos tempos 0, 30 min., 1, 3, 6, 10 ¢ 24h. As fracoes mais
concentradas apresentaram pior desempenho (p < 0,05) em relagio aos seus extratos originais que
mantiveram viabilidade préxima a 80% ao longo de 24h. A redugio da viabilidade proporcional ao aumento
da concentragio das fragdes foi observada. Os resultados sugerem que solugdes de prépolis, em
concentragdes adequadas, podem ser utilizadas nos estudos futuros sobre alternativas aos meios de
conservagio de dentes avulsionados rotineiramente utilizados na pritica odontolégica.

Palavras-chave: prépolis, viabilidade celular, avulsio dentdria, reimplante dentirio.

Maintenance of human peripheral blood mononuclear cell viability in propolis extracts and

formulations

ABSTRACT. In this study a comparison was made of human mononuclear cell (PBMCs) viability, when
cells were kept in different propolis extracts and formulations. PBMCs (10° cell mL™), obtained from
healthy donors (n=5), were incubated at 20°C in the different propolis solutions, as well as in Hank’s
balanced salt solution (HBSS), used as experimental control. The cell viability was analyzed by Trypan blue
exclusion assay. When incubated for 1h, only two extracts, denominated A70D and D70D, showed
appropriate results for maintaining cell viability. A70D and D70D showed better viability (p < 0.05) than
other formulations and no difterence (p > 0.05) from the HBSS control. A70D and D70D were tested in
five dilutions in propylene glycol, over 24h, with analysis at 0, 30 minutes, 1, 3, 6, 10 and 24h. The most
concentrated fractions showed the worst performance (p < 0.05) in comparison with their original extracts,
which remained close to 80% viability over 24h. Reduction in viability proportional to increase in
concentration of formulations was observed. The results suggest that propolis solutions in appropriate
concentrations may be used in future studies on alternatives to mediums routinely used in dental practice
for storing avulsed teeth.

Keywords: propolis, cell viability, tooth avulsion, tooth replantation.

Introducao

A avulsio dentiria é wuma das possiveis
consequéncias de um trauma que leva ao deslocamento
total do dente para fora do seu alvéolo, podendo
tecidos,
periodontal, osso alveolar, cemento, polpa dentdria e

gengiva (CONSOLARO, 2005). A incidéncia de

acometer  multiplos como ligamento

traumatismos na denti¢io permanente se situa entre
um a 16% (MARINO et al., 2000), sendo os dentes
anteriores os mais acometidos (LOH et al., 2006).

Acidentes automobilisticos e esportivos sio as
causas mais frequentes, ¢ envolvem, principalmente,
criangas na faixa etdria entre sete a 11 anos (TROPE,
1995) e o género masculino (ANDERSSON et al.,
2006; TROPE, 1995).
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Se avulsionado, faz-se necessiria a reposi¢io do
dente em seu alvéolo, o denominado reimplante
dentirio (COHEN; HARGREAVES, 2007). A
imediata reposicio, ainda no local do acidente, é a
conduta ideal para a manuteng¢io das células do
ligamento periodontal, porém na maioria das vezes,
isso nio ocorre. A integridade dessas células ¢
dependente do tempo extra-alveolar, do meio de
estocagem do dente e da preservagio da porgio
radicular, determinando o prognéstico de sucesso do
reimplante dentirio (ANDERSSON et al., 2006;
COURTS et al, 1983; MARINO et al, 2000;
RAPHAEL; GREGORY, 1990).

Estudos propéem virios meios de estocagem a
fim de se manter a viabilidade celular do ligamento
periodontal e proporcionar melhor prognéstico ao
dente a ser reimplantado. Dentre eles estio o leite, a
saliva e alguns meios de cultura de células
(ANDERSSON et al., 2006; BLOMLOF et al.,
1981; COURTS et al., 1983; MELO et al., 2003;
PETTIETTE et al.,, 1997, TROPE; FRIEDMAN,
1992). Pesquisas in vitro sugerem, ainda, o uso de
formulagdes 2 base de prépolis como meio alternativo,
promissor para a manuten¢io dessas células em dentes
avulsionados (AL-SHAHER et al., 2004; MARTIN;
PILEGGI, 2004; OZAN et al., 2007).

A prépolis é um produto natural de abelhas Apis
mellifera, resultante de uma mistura de substincias de
origem vegetal (coletadas de botdes de flores ou
casca de drvore) e¢ animal (substincias do préprio
organismo das abelhas). Este produto tem fun¢io no
isolamento térmico, vedagio e protegio da colmeia
contra microrganismos (MARCUCCI, 1995;
SONMEZ et al., 2005). Na sua composi¢io quimica
complexa sio encontrados 6leos voliteis (5-10%);
ceras (30-40%); e, resinas, bilsamos e grios de pdlen
que sdo ricas fontes em elementos essenciais como
magnésio, niquel, cilcio, ferro e zinco
(DOBROWOLSKI et al., 1991). Os polifendis sio
os principais compostos orginicos encontrados na
propolis,  representados, em  especial, pelos
flavonoides (CASTALDO; CAPASSO, 2002).

De obtengio relativamente ficil, a prépolis vem
sendo usada, ao longo dos anos, na medicina popular,
para diversas finalidades (KUJUMGIEV et al., 1999;
SONMEZ et al., 2005). As propriedades farmacéuticas
da prépolis tém abordado efeito antibacteriano
(CUSHNIE; LAMB, 2005; MARCUCCI et al,
2001), antifingico (KUJUMGIEV et al., 1999,
OLIVEIRA et al., 2006), antiinflamatério (MANI et al.,
2006; TEIXEIRA et al., 2005), cicatrizante (PERRI DE
CARVALHO et al, 1991), imunomodulador
(CASTALDO; CAPASSO, 2002; DIMOV et al., 1992)
e antioxidante (BORRELLI et al., 2002; JOHNSTON
et al., 2005).
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Diversos estudos na 4rea odontolégica tém
avaliado a atividade biolégica da  prépolis,
principalmente no que se refere ao efeito cicatrizante
(CESCHEL et al., 2002; SAMET et al., 2007),
controle de placa bacteriana, prevengio de cirie
(DUARTE et al., 2006; KOO et al., 2000; UZEL
et al, 2005) e como medicagio intracanal no
tratamento endodontico (VICTORINO et al,
2007). Além destas utilidades, a prépolis também
tem sido indicada como meio de conservagio para
dentes avulsionados (AL-SHAHER et al., 2004,
MARTIN; PILEGGI, 2004; OZAN et al., 2007).

Diante da possibilidade da utilizagio da prépolis
como meio de estocagem alternativo para dentes
avulsionados, o propésito deste estudo foi avaliar a
citotoxicidade de diferentes extratos e formulacdes
de prépolis sobre a wviabilidade das células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs)
humano, durante o periodo de tempo entre 0 ¢ 24h.

Material e métodos
Obten¢do e preparo da propolis

As amostras de prépolis foram coletadas, no
apidrio da Fazenda Experimental de Iguatemi da
Universidade Estadual de Maringd (UEM), das
colmeias de abelhas Apis mellifera, circunscritas em
uma reserva de eucaliptos ¢ mata nativa. Os extratos
foram obtidos no Laboratério de Farmacotécnica da
UEM  por  turboextragio  em  condicdes
diferenciadas, utilizando-se 4dgua e dlcool como
liquidos extratores e duas concentragdes de prépolis,
conforme técnica descrita por Franco e Bueno
(1999). Tais extratos foram denominados de A60,
D60, A70 ¢ D70. Em seguida, a retirada parcial do
4lcool dos extratos originou A60D, D60D, A70D e
D70D. Os melhores extratos foram incorporados em
17 formulagdes liquidas (F21 4 F36) e as formulages
A70D15, A70D30, A70D45, A70D60 e A70D75 e,
D70D15, D70D30, D70D45, D70D60 ¢ D70D75
resultaram da diluigio seriada em propilenoglicol dos
extratos A70D e D70D, respectivamente.

Obtengao das células mononucleares humanas (PBMCs)

Para obtencio de células mononucleares, 15 mL
de sangue venoso de cinco doadores foram obtidos
assepticamente em tubos contendo ACD (Becton
Dickson). As células foram isoladas pelo método
descrito por Béyum (1968) modificado. Os tubos
com sangue foram centrifugados e a interface de
leucécitos colhida. As PBMCs foram separadas por
gradiente de densidade, utilizando-se Histopaque®
(Sigma Chemical Co.) com densidade 1.076. A
suspensio celular foi ajustada 2 concentragio final de
107 células mL™.
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Ensaio da viabilidade celular em diferentes formulagoes
de propolis

Cinquenta microlitros da suspensio celular de
PBMCs foram adicionados a 450 uL das diferentes
formulagdes e extratos de prépolis a serem testados,
de modo que a concentragio final fosse de
10° células mL™". Depois de incubadas por tempos
previamente determinados, a viabilidade celular foi
avaliada pelo método de exclusio do corante azul de
Tripan. A solucio salina balanceada de Hank’s
(HBSS) foi utilizada como controle do experimento.

Pela natureza resinosa da prépolis, foi utilizado o
detergente Tween-20 para tornar o meio mais
translicido e facilitar a leitura ao microscépio ptico.
Desse modo, ao completar-se o tempo de incubagio,
descartavam-se 30 pL da suspensio celular da
amostra teste ¢ acrescentavam-se 30 UL de Tween e,
apés homogeneizacio, a viabilidade celular era
calculada. Em todos os ensaios, a viabilidade inicial
das células foi determinada e as leituras realizadas ao
microscépio 6ptico.

Inicialmente, a viabilidade das células PBMC:s foi
determinada para as formulagdes (F21 a F36) e os
extratos A60, D60, A70, D70, A60D, A60D, D60D,
A70D e D70D, ap6s incubacio por 1h a 20°C. Dos
resultados obtidos, as amostras de melhor
desempenho foram avaliadas por um periodo de 24h
a 20°C, com contagem da viabilidade celular nos
tempos de 30 min., 1, 3, 6, 10 e 24h. E, por dltimo,
de modo semelhante, as duas amostras mais
representativas desse periodo de 24h foram testadas em
cinco dilui¢des em propilenoglicol grau farmacéutico,
tendo como controle seu uso sem a prépolis.

As diferengas estatisticas entre 0s grupos
experimentais foram determinadas utilizando-se o
Teste t Student (p < 0,05).

Resultados e discussao

Os resultados da viabilidade das PBMC
estocadas em diferentes extratos e formulagdes de
propolis, no periodo de 1h a temperatura de 20°C,
estdo apresentados nas Tabelas 1 ¢ 2.

Tabela 1. Média da viabilidade celular das PBMCs de cinco
doadores voluntirios mantidas em oito diferentes extratos de
proépolis, apds incubag¢io por 1h a 20°C.

Extratos de Prépolis Viabilidade (%)

A60 -
D60 -
A70 -
D70 -
A60D 11
D60D 20
A70D* 89
D70D* 91,5
HBSS 96,5
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Tabela 2. Média da viabilidade celular das PBMCs de cinco
doadores voluntirios mantidas em 17 diferentes formulagdes
contendo prépolis, apds incubagio por 1h a 20°C.

Formulagées de Prépolis Viabilidade (%)

F21 3
F22 3
F23 25
F24 -
F25 55
F26 2
F27 11,5
F28 3
F29 45
F30 2
F31 45
F32 45
F33 175
F34 -
F35, 2
F35, 19,5
F36 3
HBSS* 96,5

*Diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) em relagio aos demais extratos. (-)
Extrato turvo ao microscépio 6ptico.

*Diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) em relagio a todas as formulagoes.
(-) Formulagdo turva ao microscépio éptico.

Os extratos A60D e D60D e as formulagdes com
a inicial F apresentaram baixa viabilidade celular,
inferior a 20%. Extratos A60, A70, D60 ¢ D70 e as
formulagdes denominadas F24 e F34 mostraram-se
demasiadamente turvos ao microscépio éptico,
impossibilitando a avaliagio da viabilidade celular.
Apenas os extratos A70D e D70D demonstraram
desempenho  satisfatério na manutengio da
viabilidade das PBMC, nao diferindo estatisticamente
(p > 0,05) do controle HBSS (96,5%) e sim dos
demais extratos e formulagdes (p < 0,05).

Como A70D e D70D, também foram capazes de
manter a viabilidade celular ao longo do tempo de
estocagem de 24h, apresentando-se adequados na
manutengio dessa viabilidade, dilui¢oes desses extratos
foram realizadas e a viabilidade novamente avaliada.

Os resultados da anilise da viabilidade celular das
PBMCs estocadas no extrato A70D e suas fracdes,
durante o perfodo de 24h a 20°C, estio reunidos na
Figura 1.
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Figura 1. Média da porcentagem da viabilidade das PBMCs de
cinco doadores voluntirios estocadas no extrato de prépolis A70D
e suas dilui¢oes, durante um periodo de 24h a 20°C.

Os valores do desvio-padrio nio ultrapassaram 19,63% (+13,04). *Diferenga

estatisticamente significativa (p < 0,05) em relagio ao extrato original A70D e ao
controle HBSS.
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A fragio menos concentrada A70D75 manteve
viabilidade préxima a 80% durante a primeira hora
de incubagio e, redugio do ntimero de células vivas
nos préximos tempos, quando comparada ao seu
extrato de origem A70D. Ambos, A70D e A70D75,
se  apresentaram melhores
(p < 0,05) que o diluente propilenoglicol para todos
os tempos. As fra¢des mais concentradas, A70D30 e
A70D15, foram as amostras de pior desempenho
(p < 0,05) em relacio ao extrato de origem, com
reducio de 60% da viabilidade ao término do
periodo de estocagem e, semelhantes ao
propilenoglicol.

A Figura 2 representa a viabilidade celular das
PBMCs estocadas no extrato de prépolis D70D e
suas dilui¢des, durante o periodo de 24h a 20°C.

estatisticamente
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Figura 2. Média da porcentagem da viabilidade das PBMCs de
cinco doadores voluntirios estocadas no extrato de prépolis
D70D e suas diluigdes, durante um periodo de 24h a 20°C.

Os valores do desvio-padrio nio ultrapassaram 19,41% (%11,43). *Diferenga
estatisticamente significativa (p < 0,05) em relagio ao extrato original D70D e ao
controle HBSS. **Diferenca estatisticamente significativa em relagio ao extrato original D70D.

A fragio menos concentrada D70D75 e seu
extrato de origem D70D apresentaram viabilidades
semelhantes (80%, p > 0,05) na primeira hora de
incubacio. A partir do tempo 3h, a fragio D70D75
apresentou maior namero de células vidveis, sem
diferir (p > 0,05) do controle HBSS no tempo de
24h e sim do extrato de origem D70D (p < 0,05).
Ambos, D70D e D70D75, foram estatisticamente
melhores (p < 0,05) que o propilenoglicol para
todos os tempos. As formulagdes mais concentradas,
D70D30 ¢ D70D15, apresentaram baixa viabilidade
celular, sem diferenca estatistica (p > 0,05) com o
propilenoglicol ao longo de todo o periodo
analisado.

Para ambos os extratos, A70D e D70D, houve
reducio da viabilidade celular proporcional ao
aumento da concentracio de suas fragoes.

A Figura 3 representa o resultado da viabilidade
celular das PBMCs mantidas nos extratos e fracoes
de melhor desempenho, A70D ¢ D70D ¢ D70D75,
respectivamente, durante um periodo de 24h a 20°C.

Casaroto et al.
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Figura 3. Média da porcentagem da viabilidade das PBMCs de cinco
doadores voluntirios estocadas nos extratos de prépolis A70D e
D70D e na fragio D70D75 durante um periodo de 24h a 20°C.

Os valores do desvio-padrio nio ultrapassaram 15,56% (*12,92). *Diferenga
estatisticamente  significativa (p < 0,05) em relagio aos extratos A70D ¢ D70D e fragio
D70D75. **Diferenga estatisticamente significativa em relagio ao extrato original D70D.

Nio foram observadas diferengas estatisticas
significativas (p > 0,05) entre os extratos A70D e
D70D, os quais mantiveram a viabilidade celular
préoxima a 80% durante todo o perfodo. O controle
HBSS manteve-se superior aos extratos (p < 0,05)
durante todo o tempo, exceto em relagio a fragio
D70D75 (p > 0,05) no tempo de 24h.

Estudos que abordam os melhores meios de
estocagem  para dentes  avulsionados  com
manuteng¢io da viabilidade das células do ligamento
periodontal sio de fundamental importincia para
aumentar o indice de sucesso de um reimplante
dentirio, sem ocorréncia de anquilose alvéolo-
dentdria e posterior reabsorgio radicular por
substituicilo (HUANG et al., 1996). Neste estudo
sobre a eficdcia da prépolis como possivel alternativa
de meio de estocagem para dentes avulsionados, pela
avaliagio da citotoxicidade dos diferentes extratos e
formulag¢des, as PBMCs foram as células de escolha
por sua facilidade de obtengio e manuseio quando
comparadas 3s células do ligamento periodontal.

O HBSS foi utilizado neste estudo como
do experimento por ser um meio
desenvolvido especialmente para cultura de células,
apresentando osmolalidade ¢ pH ideais. HBSS
proporciona condi¢des de proliferagio celular de

controle

segmentos vitais do ligamento para recobrir partes
desnudas da superficie radicular ou que possuam
ligamento (SOARES; GOLDBERG,
2001). indisponibilidade  nos
consultérios dentdrios e menos ainda no local do
acidente (MELO et al., 2003).

Melo et al. (2003), analisando diferentes meios
de estocagem para dentes avulsionados, notaram que

necrotico
Desabona  sua

a dgua destilada apresentou o resultado mais
insatisfatério, pois em 30 min. mantinha apenas 14%
das células vidveis. A solugio fisiolégica demonstrou
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viabilidade superior apenas i da dgua. A saliva,
embora com pH favordvel 2 proliferagio das células,
em 10 e 24h mantinha 54 ¢ 38% das células vivas,
respectivamente. Assim, de todos os meios testados
pelos autores, o leite ultrapasteurizado integral foi o
melhor para estocagem de dentes avulsionados,
viabilidade celular de
aproximadamente 97% em 10h e, similar ao do meio
de cultura McCoy.

Além desses amplamente estudados,
acredita-se que a prépolis por apresentar
propriedades antibacteriana e antiinflamatéria seja
um meio promissor de estocagem para dentes
avulsionados (AL-SHAHER et al., 2004; MARTIN;
PILEGG]I, 2004) quando apresentada em extratos e
concentragdes adequados nio-citotdxicos para as
células. A prépolis contém os compostos orginicos

mantendo uma

melos

flavonoides como os responsiveis por suas
propriedades farmacéuticas como efeitos
antibacteriano, antifangico, antiinflamatério,
cicatrizante, imunomodulador e antioxidante

(VIUDA-MARTOS et al., 2008). Esses compostos
também sio conhecidos por ajudarem na conten¢io
de hemorragias do tecido do ligamento periodontal e
estimularem enzimas fortificantes das paredes dos
vasos sanguineos no periodonto (AL-SHAHER
et al, 2004). Como agente antiinflamatério, a
prépolis tem mostrado inibir a sintese de
prostaglandinas, ajudar o sistema imune na atividade
fagocitica, estimular a imunidade celular e aumentar
os efeitos cicatrizantes no tecido epitelial. Além
disso, contém elementos tais como ferro e zinco os
quais sio importantes para a sintese de coligeno
(MARCUCCI, 1995). Tais propriedades conduzem
para a hipdtese da prépolis favorecer a cicatrizagio
do ligamento periodontal de um dente reimplantado
e consequentemente para a sua escolha como meio
alternativo na manutengio de dentes avulsionados.
O presente trabalho foi desenvolvido em
conjunto com a drea da farmacotécnica da UEM que
possibilitou o controle de qualidade da prépolis.
Amostras com os melhores resultados quanto as
atividades  antiinflamatdria, antimicrobiana e
antifangica (VICTORINO et al., 2007) foram
preparadas em diferentes extratos ¢ formulagdes para
serem utilizados na pesquisa. Os extratos A70D e
D70D parcialmente desalcoolizados foram os que
viabilidade celular das PBMCs
adequada durante um perfodo de 24h. Os extratos
A60D e D60D e, as formulagdes com a inicial F
foram altamente citotéxicos quando avaliados ainda

mantiveram

na primeira hora de incubagio.
Apés incubagio das cinco diluicdes dos dois
extratos de melhor desempenho (A70D ¢ D70D),
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durante 24h a 20°C, houve redug¢io da viabilidade
celular proporcional ao aumento da concentragio
das formulacbes. As fragdes mais concentradas
apresentaram viabilidade préxima a 60%, semelhante
ao diluente propilenoglicol em todos os tempos.
Embora a viabilidade das fracdes menos diluidas
esteja relativamente alta quando comparada com
dgua e préxima da solugio fisiolégica (MELO et al.,
2003), ndo justifica a utilizagio destas frente ao
extrato de origem com viabilidade de 80%. Além do
que, o extrato sem diluigio apresenta maior
estabilidade de solugio do que suas fracoes, fato este
favorivel para sua escolha.

Os resultados encontrados com as fra¢oes mais
diluidas (75 ¢ 60), apresentando manutenc¢io da
viabilidade celular superior as fracbes mais
concentradas (30 e 15) e préximas aos seus extratos
de origem, estio compativeis com um dos principios
da homeopatia. O principio da dilui¢io propde que
com o aumento da diluicio de uma substincia,
maior € a energia desprendida de suas moléculas
pelo processo de agitagio (ELIA et al, 2004;
RELTON et al, 2008), em que pequenas
quantidades moleculares dos compostos ativos da
prépolis sio suficientes para desencadeamento dos
seus efeitos benéficos. Observacdes semelhantes
foram feitas por Victorino et al. (2007) em que

extratos de prépolis em baixas concentragdes
apresentaram os melhores resultados quanto aos
efeitos antiinflamatdrio e antimicrobiano,

confirmando que o sinergismo entre todos os
constituintes da preparagio é importante para seu
efeito biolégico. Mais que isso, os grupos de
compostos ativos da prépolis parecem melhorar a
condigio citotéxica apresentada pelo diluente
propilenoglicol sobre as PBMC:s.

Al-Shaher et al. (2004) estudaram in vitro a
tolerincia dos fibroblastos do ligamento periodontal
e da polpa dental mantidos em solugio de prépolis
em baixa concentragio, ¢ observaram que a prépolis
exerce baixa toxicidade, mantendo a viabilidade
celular superior a 75%. Sonmez et al. (2005)
demonstraram que solugdes de prépolis altamente
concentradas sio citotOxicas para os fibroblastos
gengivais. Ozan et al. (2007) observaram que o
extrato de prépolis em uma concentragio a 10%,
diluido no meio de cultura Dulbecco “s Modified Eagles
Medium (DMEM), é satisfatoriamente efetivo na
manutengio da viabilidade das células do ligamento
periodontal, ao longo de 24h de estocagem. Os
resultados encontrados por esses autores também
corroboram com os resultados observados neste
PBMC,
manuten¢io da viabilidade celular nas solucoes
menos concentradas de prépolis, além dos extratos.

estudo com células notando-se  a
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Em contra partida, Martin e Pileggi (2004)
encontraram que concentragdes de prépolis 100 e
50% demonstraram viabilidade das células do
ligamento periodontal significantemente maior que
dos meios leite ¢ HBSS, apds o tempo de estocagem
de 45-min. A solugio de prépolis 100% nio mostrou
resultado significantemente diferente da solugio
50%, indicando que a primeira concentragio nio foi
mais téxica que a segunda para as células.

No presente trabalho, como em outros da
literatura (MARTIN; PILEGG]I, 2004; MELO et al.,
2003; OZAN et al., 2007), a viabilidade celular foi
determinada pelo método de exclusio por meio da
coloragio com azul de Tripan por tratar de uma
metodologia ripida, de ficil realizagio e de baixo
custo, consistindo na verificagio do rompimento da
membrana celular que, como consequéncia, permite
que o corante se difunda no interior do citoplasma
da célula. Esta técnica permite avaliar a viabilidade
quanto 2 integridade fisica da membrana da célula,
porém nio fornece resultado sobre a atual
capacidade metabdlica celular, fator critico na
prevencgio da reabsor¢io dentiria ap6s o reimplante
de um dente avulsionado (MARTIN; PILEGGI,
2004; OZAN et al., 2007). A contagem das células
vidvels ¢ realizada manualmente ao microscopio
6ptico, podendo ocorrer variabilidade ¢ erro
humano no processo de contagem, sendo uma das
justificativas para a diferenca de resultados
encontrados entre os trabalhos. Neste trabalho,
microscopicamente, foi observado maior quantidade
de residuos de prépolis no extrato D70D. Os
extratos de origem A70D e D70D e suas fragdes 75
apresentaram de forma nitida a diferenca entre
células vivas (amareladas) e mortas (azuladas). Nas
fragdes 60 e 45, as células vivas se apresentaram com
uma coloragio acinzentada as quais parecem estar
em fase de transicio, enquanto que nas fracoes 30 e
15, se revelaram azuladas por inteira nio deixando
diividas em relacio a mortalidade.

Métodos de extragio da prépolis, o uso de
diferentes solventes e extratos com diferentes
compostos podem influenciar na sua atividade
biolégica (CUNHA et al, 2004). Diferentes
combinagdes de substincias sio capazes de modificar
a agdo bioldgica da prépolis (KUJUMGIEV et al.,
1999). Sua composi¢io quimica complexa, com mais
de 300 componentes identificados, dependente da
origem da planta e flora local (MARCUCCI, 1995;
SFORCIN, 2007), também pode justificar a variagio
de resultados entre as pesquisas para as diferentes
concentragdes de prépolis estudadas. No Brasil, a
coleta da prépolis ocorre durante todo o ano e as
varia¢oes sazonais nio sio significantes sobre a sua
composi¢io e nio interferem na concentragio dos

Casaroto et al.

compostos biologicamente ativos. As diferentes
espécies de abelhas também nio mudam a
composi¢io quimica em uma regido geogrifica
especifica uma vez que visitam essencialmente a
mesma origem vegetal (SFORCIN, 2007).
Mensura¢io da concentragio dos grupos de
compostos prépolis, bem
identificagio da origem de scus vegetais permitird
ensalos com amostras caracterizadas quimicamente e
estudos comparativos das suas propriedades
(SFORCIN, 2007). A partir de um extrato ¢
formulagio em concentragio nio-citotdxica para as
células, estudos futuros in vitro e in vivo poderio
avaliar o desempenho da prépolis na prevencio da
reabsor¢io de dentes reimplantados pds-avulsio.
Além disso, a literatura nio tem apresentado outro
meio de estocagem que, além de assegurar a
viabilidade das células do ligamento periodontal,
também apresente propriedade antibacteriana e
antiinflamatéria as quais, em trabalhos futuros,
poderio contribuir para o melhor entendimento da
cicatrizagio do periodonto do dente reimplantado.

ativos da como a

Conclusao

Os resultados sugerem que, em tais condigdes
experimentais, os extratos e formula¢oes a base de
prépolis mantém a viabilidade das PBMCs ao longo
do tempo e que em concentragdes adequadas,
poderio ser utilizadas nos estudos futuros sobre
alternativas aos meios de conservagio de dentes
avulsionados rotineiramente utilizados na prética
odontolégica.
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