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RESUMO: A propolis é uma substéncia resinosa elaborada pelas abelhas da espécie Apis mellifera através
da coleta de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais acrescentam secrec¢fes salivares, cera e polen
para elaboragéo final do produto. Véarias substancias quimicas tém sido isoladas da propolis, sendo os
flavonodides e os fendis considerados os principais compostos biologicamente ativos, onde se destaca a
expressiva atividade antimicrobiana e antioxidante, o que indica que o extrato da prépolis tem potencial para
ser usado como enxaguante bucal, no combate a carie. Este estudo tem como objetivo avaliar o perfil
guimico e agdo antimicrobiana do extrato etandlico da propolis de diferentes regides do estado do Parana.
Para isso as amostras foram submetidas a varios testes para a determinacdo de suas caracteristicas
guimicas, atividade antimicrobiana, e por fim sua a¢éo sobre o revestimento dental. As amostras de prépolis
mostraram para as colheitas analisadas, valores para cinzas, umidade, cera, sélidos soluveis e residuos
insollveis dentro dos limites da legislacdo vigente. Dentre 0s compostos presentes, destacou-se em todas
as amostras o Artepilin C, que tem inimeras propriedades biolégicas, em especial antimicrobiana, que foi
comprovada pelos testes microbioldgicos realizados. Observou-se ainda que quando imersos na solugéo de
prépolis, os dentes apresentam melhor aspecto e nitidez nos tdbulos dentinarios do que quando ndo sdo
expostos a nenhuma substancia. Os resultados obtidos demonstram que a prépolis verde tem potencial
para ser usada em solugdo como enxaguante bucal, com a vantagem de ser um produto natural.

PALAVRAS-CHAVE:, Acao antimicrobiana; Andlise quimica; Enxaguante bucal; Prépolis.

ABSTRACT: Propolis is a resinous substance produced by bees of the species Apis mellifera by collecting
shoots, flowers and plant exudates, in which they add salivary secretions, wax and pollen for the preparation
of the final product. Several chemicals have been isolated from propolis. Flavonoids and phenols are
considered the main biologically active compounds, in which highlights the significant antimicrobial and
antioxidant activities, indicating that the extract of propolis has potential to be used as a mouthwash to
combat caries. This study aims to evaluate the chemical profile and antimicrobial activity of the ethanol
extract of propolis from different regions of the state of Parana. For this, the samples were subjected to
various tests to determine their chemical composition, antimicrobial activity, and action on dental coating.
The propolis samples showed values for ash, wax, soluble solids and insoluble residues within the bounds of
law. Among the present compounds, artepillin C stood out in all the samples. It has numerous biological
properties, especially antimicrobial, which has been proved by microbiological tests carried out. It was also
observed that when immersed in the solution of propolis, the teeth have a better look and clarity in the
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dentinal tubules than when they are not exposed to any substance. The results show that the propolis has
the potential to be used as a mouthwash solution, with the advantage of being a natural product.

KEYWORDS: Antimicrobial action; Chemical Analysis; Mouthwash solution; Propolis.

1. INTRODUCAO

A prépolis € uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas da espécie Apis
mellifera através da coleta de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais as abelhas
acrescentam secrecdes salivares, cera e polen para elaboracéao final do produto (KOO et
al., 2002). E encontrada nas colméias, onde € responsavel pela impermeabilizacao,
isolamento térmico, vedacéao e tratamento anti-séptico (SANTOS, 1999).

A prépolis tem sido objeto de estudos farmacolégicos devido as suas propriedades
antibacteriana, antifangica, antiviral, anti-inflamatoria, hepatoprotetora, antioxidante,
antitumoral, imunomodulatéria, etc. (KOSALEC et al., 2005; SIMOES et al., 2008). Esse
potencial biolégico se deve a um sinergismo que ocorre entre seus constituintes
(MARCUCKCI, 1996), sendo os flavondides e fendis considerados os principais compostos
biologicamente ativos (KOO et al., 2002).

A utilizacdo de extratos etanolicos de prépolis (EEPs) no campo da Cariologia
tornou-se realidade quando estudos relataram sua atividade sobre a inibicdo de agentes,
microorganismos relacionados a carie dentaria e sobre o processo de formacdo do
biofilme cariogénico (KOO et al., 2002; KOSALEC et al., 2005). O presente estudo visa
avaliar o perfil quimico e a atividade antimicrobiana do extrato da prépolis verde de
diferentes regides do estado do Parana, determinando seu potencial para uso como
enxaguante bucal.

2. METODOLOGIA

Foram analisadas seis (6) amostras de propolis de diversas regides do estado do
Parand, quanto as suas caracteristicas quimicas, acdo antibacteriana e efeito do extrato
alcodlico sobre o revestimento dental.

As propolis analisadas foram coletadas de colméias de abelhas Appis melifera do
tipo Langstroth, sendo as amostras das regides de Cambara, Cianorte, Ilha Grande,
Maringa (UEM), Paranavai e Uniflor.

2.1 ANALISE QUIMICA
2.1.1 Umidade

Para andlise de umidade, foi pesado aproximadamente 1,0 g de cada amostra de
prépolis em um recipiente apropriado. Depois de pesadas, as amostras sédo levadas a
estufa a 70°C por 1hora. Em seguida as amostras serao resfriadas e pesadas novamente.
O procedimento é repetido até obter-se peso constante.

2.1.2 Teor de Cinzas

Para determinacdo do teor de cinzas, 2,0 g de cada amostra de propolis séo
pesadas em cadinhos, que em seguida sdo levados a mufla na temperatura de 600°C,
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deixando-se ali por aproximadamente 24horas. Com os dados, calcula-se a porcentagem
de cinzas.

2.1.3 Determinacao de Residuos Insoluveis, Sélidos Soluveis e Cera

Para a determinacdo dos valores de residuos insoluveis, sélidos soluveis e cera, €
realizado a extracdo em aparelho tipo Soxhlet. Em um cartucho, feito com papel de filtro
de peso conhecido, apds secagem em estufa, é pesado aproximadamente 25,0 g de cada
amostra de propolis e colocado no aparelho Soxhlet, para extragcdo com alcool de cereal
por 24 horas. Ao término do processo, 0 precipitado obtido da extracdo em Soxhlet é
colocado em um béquer, esfriado a temperatura ambiente e levado a geladeira para
posterior filtragem em funil de Buchner forrado com papel filtro apropriado. Logo apés
isso, o precipitado da filtragem é lavado com etanol gelado, até obter-se um residuo
branco no papel filtro. O residuo que sobrar no papel filtro é secado em estufa a 40°C por
aproximadamente 24 horas. Por diferenca, encontra-se o teor de cera da amostra. Apés a
extracdo da cera, o cartucho com o residuo é levado para estufa a 40°C por 24 horas,
efetuando-se a pesagem em seguida, em balanca analitica. O filtrado da extracdo da cera
€ medido em proveta de 250 mL e guardado em vidro de cor ambar. Em um béquer de
peso conhecido, é adicionada uma aliquota de 5,0 mL (Va) do extrato da prépolis que foi
filtrado, seguido de secagem em estufa a 60°C. Assim através do método gravimétrico é
encontrado o valor de solidos solGveis em etanol.

Com o filtrado dos sélidos solaveis em etanol, é procedida ainda as andlises de
oxidag&o, acdo antimicrobiana, HPLC e acao sobre o revestimento dental.

2.1.4 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — HPLC

Inicialmente os extratos de propolis foram preparados para injecdo, onde para cada
amostra, juntou-se 1mL do extrato a 15 mL de agua ultrapura, sendo transferida para um
funil de separagcdo com cerca de 25 mL de acetato de etila. A solugdo obtida foi
transferida para um bequer contendo sulfato de sédio anidro, e em seguida deixada em
recipiente adequado em banho-maria (45°C) para evapora¢do dos compostos liquidos. O
residuo seco obtido foi retomado em metanol, filtrado em membrana Milipore® com
porosidade de 0,45 um e injetado no cromatégrafo. Os extratos foram ainda comparados
gualitativamente a substancias padroes.

Para as andlises utilizou-se cromatédgrafo liquido com detector UV/Vis, utilizando
uma coluna Phenomenex® Luna PFP (2), 250X4,6mm, 100 A, como fase estacionaria.
Como fase mavel utiliza-se gradiente de eluicdo nao-linear com metanol grau HPLC e
solucdo de acido acético 5% (Comunicacao pessoal, Aguiar et al. , 2012. Em publicacao).
A vazédo é de 1,0 mL/minuto e o volume injetado de 20uL, sendo o sistema operado a
temperatura ambiente. A deteccdo € realizada a 310 nm e o tempo de corrida de 30
minutos, sendo realizadas trés repeticdes para cada extrato analisado.

2.2 AVALIACAO DA ACAO ANTIMICROBIANA

Neste estudo, foram utilizadas cepas de Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), e Lactobacillus rhamnosus (ATCC 7469) e o experimento realizado
em capela de fluxo laminar, em triplicata para cada extrato de propolis. As linhagens das
bactérias foram incubadas em estufa a 37°C por 24 h em caldo Mueller Hinton, e apés o
desenvolvimento procedeu a padronizacdo do indculo em solucéo salina, comparado a
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escala 0,5 de Mc Farland, a partir do qual foi diluido 1:10 em caldo Mueller Hinton,
estando o inéculo pronto para o experimento.

Para determinacdo da concentracgao inibitéria minima (CIM) foi utilizado o protocolo
M7-A7 do National Comittee for Clinical Laboratory Standards, atual CLSI (NCCLS, 2006).
Para tanto, foram utilizadas microplacas de 96 pocos, que contém 8 linhas e 12 colunas.
O meio de cultura utilizado é o caldo Mueller Hinton, do qual foram colocados 100 yL em
cada poco da placa. Nos pogos da coluna 1 acrescentou-se 100 pyL do extrato etandlico
de propolis a ser testado, em concentragdo de 2.000 ug/mL, e apés homogeneizacao
passado 100 uL deste para os pocos da coluna 2, e assim sucessivamente até a coluna
de numero 10, onde o mesmo volume(100 pL) é descartado. A coluna 11 é o controle
negativo, onde adicionou-se ao meio de cultura &lcool de cereais, e a coluna 12 o controle
positivo, contendo apenas o meio de cultura. Em seguida foram adicionados 5 pyL do
in6culo de microrganismo em cada poco. A placa é entdo incubada em estufa a 37°C e a
leitura realizada apés 24 horas, onde observa-se se ha desenvolvimento bacteriano
através de turvagdo. E determinada como CIM a menor concentragdo do extrato de
prépolis onde nédo ocorreu o desenvolvimento dos microrganismos.

E realizada ainda a determinac&o da concentracdo bactericida minima, onde apos
a leitura da CIM, com o auxilio de micropipetadores transfere-se cerca de 10 uL de cada
poco das placas, para regides determinadas de placa de Petri contendo Agar Mueller
Hinton. E levado a estufa por 24horas a 37°C, procedendo a leitura. A regido em que n&o
ocorrer crescimento bacteriano € indicada como a menor concentragdo do extrato a ter
acao bactericida contra o microrganismo estudado.

2.3 ANALISE DA ACAO SOBRE O REVESTIMENTO DENTAL

Dentes deciduos e permanentes foram lavados com agua e sabdo, e em seguida
limpos com alcool. Foram colocados em tubos de ensaio previamente identificados, os
extratos de propolis e clorexidina 0,12%. Mergulhou-se os dentes nestas solucdes,
mantendo tubos controle sem imerséo de dentes em qualquer substancia. Durante dois
meses, estes foram imersos e retirados das solu¢cées semanalmente. Apos este periodo e
com os dentes secos, foram feitos cortes com brocas diamantadas em forma de lapis,
namero 1092, com motor de alta rotacdo. Os fragmentos, que contém esmalte, dentina e
polpa foram colocados sobre a superficie de uma fita dupla face aderida a um porta
amostra de aluminio. Em uma segunda etapa foi depositado sobre as amostras uma fina
camada de substancia condutora (ouro) através de um metalizador Balzer, modelo MED
020, para posterior analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). As
micrografias foram obtidas em um microscépio SHIMADZU modelo SS 550, equipado de
microssanda com detector de energia dispersiva (EDS). A tensdo de aceleracao utilizado
foi de 15 KeV.

3. RESULTADOS E CONCLUSOES

Os resultados obtidos sdo detalhados na Tabela 2, apresentando os valores
meédios para o teor de cinzas, umidade, residuos insollveis, solidos sollveis e cera para
todas as amostras analisadas, de acordo com as regides de coleta. Foi demonstrado que
exceto pelo teor de umidade, todos os demais parametros quimicos encontram-se de
acordo com os limites preconizados pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2001).
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Tabela 1. Teores de Cinzas, Umidade, Residuos Insollveis, Solidos SolGveis e Cera, expressos em
porcentagem (%).

Teor de Umidade Residuos Sélidos Teor de Cera
Cinzas (%) (%) Insollveis Sollveis em (%)
(%) Etanol (%)

Cambara 2,51 + 0,09 2,09 + 0,08 24,68 £ 0,51 65,40 + 0,52 10,31 £ 0,29
Cianorte 3,45 + 0,05 8,21 +£0,32 33,93 + 3,26 56,40 + 9,04 2,33+0,23
Ilha Grande 3,52 + 0,07 6,98 + 0,20 35,97 + 0,77 60,88 + 2,89 2,49 + 0,20
Maringa 3,41 £ 0,05 491 +0,27 30,34 £4,70 53,68 + 5,70 5,58+ 1,49
Paranavai 2,72 £ 0,07 9,13+1,81 29,28 +1,79 54,60 + 1,38 6,93 +£ 0,52
Uniflor 2,60 £ 0,04 5,62 £ 0,26 34,12 + 2,09 50,92 + 1,45 11,09 + 1,59

Observou-se que entre as diferentes amostras de propolis estudadas o teor de
cinzas com melhor média foi a de Cambara com 2,51%, mostrando ser a que resultou em
menor quantidade de residuos inorganicos, porém todas as amostras estdo de acordo
com os requisitos do Ministério Agricultura (BRASIL, 2001). Esta determinacdo é
importante podendo detectar adulteracdes no produto, principalmente nos que séo
comercializados em po, onde a adicdo de elementos como terra, por exemplo, resultaria
em valores elevados de cinzas (WOYISKI, 1996).

O teor de umidade deve ser inferior a 8% para garantir-se qualidade da propolis
(BRASIL, 2001), Para este parametro houve uma variacdo grande entre as amostras
estudadas, de 2,09% a 9,13%, sendo que as prépolis de Cianorte e Paranavai excederam
o limite do Ministério da Agricultura, porém deve-se considerar que podem ocorrer
variagdes pelas condi¢cdes de armazenamento e manipulacdo (WOYISKI, 1996).

Os resultados para residuos insoluveis e sélidos solUveis em etanol estdo de
acordo com a legislacdo, sendo abaixo de 40% e acima de 35% respectivamente
(BRASIL, 2001), parametros altamente relacionados ao solvente utilizado e solubilidade
da amostra neste (FUNARI et al., 2006).

Os resultados obtidos para o teor de cera mostram que todas as propolis estdo de
acordo com o exigido, pois apresentam valores baixos, entre 2,33% e 11,09%,
percentagens que estdo dentro do limite permitido, que € de no maximo 25% (BRASIL,
2001), importante, pois as substancia que compdem a cera ndo sao consideradas
farmacologicamente ativas (WOYISKI, 1996).

Quanto as analises cromatograficas, a Figura 1 mostra os cromatogramas obtidos
para as amostras de extratos de Prépolis de Uniflor, Cambara, Maringa, Cianorte,
Paranavai e Ilha Grande respectivamente. Nos extratos de prépolis foram detectados, no
total, nove compostos, mostrando os picos com as substancias identificadas, sendo
Acido cafeico (1); Acido p-cumarico (2); Apigenina (3); CAPE (4); Pinocembrina (5);
Crisina (6); Galangina (7); Acacetina (8); e Artepilin C(9).
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Figura 1. Cromatograma da amostra de Extrato de Prépolis: (A) Uniflor; (B) Cambarg; (C) Maringd; (D)
Cianorte; (E) Paranavai; (F) llha Grande.

Para estas amostras, quatro compostos de &cidos fendlicos foram identificados:
acido cafeico, acido p-cumarico, CAPE e Artepilin C, bem como a presenca dos
flavondides: apigenina, crisina e pinocembrina. Estes resultados mostram a importancia
de utilizar os acidos fendlicos (acido caféico, acido p-cumarico, CAPE e Artepillin C) e
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flavondides (apigenina, crisina e pinocembrina), como marcadores para quantificar
prépolis e seus produtos derivados.

Entre todos os compostos ja identificados na prépolis, Artepillin C (Figura 2) € o
composto quimico que atrai a atencdo de pesquisadores, devido a suas inumeras
propriedades biolégicas. Devido aos altos niveis de Artepillin C, a prépolis brasileira tem
sido amplamente estudado por pesquisadores em todo o mundo, especialmente a
propolis verde. (CHANG et al., 2008)

Através dos resultados obtidos neste trabalho e de informacdes obtidas na
literatura, a prépolis usada neste estudo pode ser considerada como sendo a propolis
verde, porgque, entre os compostos fendlicos identificados, Artepillin C constitui a principal
substancia quimica.

OH

~

HO' o

Figura 2: Estrutura Quimica do composto Artepilin C.

Através da analise da Figura 1 é possivel observar que todas as amostras de
prépolis apresentam as mesmas caracteristicas quimicas onde predomina os picos 2, 3 e
9. J4 nos cromatogramas de Cianorte, Paranavai e llha Grande, observa-se o pico da
substancia 5 bem elevado, com concentracdo similar a substancia do pico 3 para cada
amostra.

Devido a variagcdo na composi¢cao quimica da prépolis, que ocorre de acordo com a
flora local e condicbes geogréficas, se torna necessaria uma padronizacdo destes
extratos de prépolis. (SALATINO et al., 2011). Através das analises dos cromatogramas,
pode-se verificar que, em funcdo da concentracdo de propolis, diferentes compostos
fendlicos sdo extraidos a partir da propolis, resultando em extratos com diferentes
propriedades bioldgicas.

A acdo antimicrobiana foi comprovada através dos testes microbiolégicos
realizados, onde obteve-se acdo bacteriostdtica e bactericida da propolis frente aos
microrganismos Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Lactobacillus
rhamnosus.

As Figuras abaixo 3, 4 e 5 sdo imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura de
cortes de dentes permanentes e deciduos imersos em solucdes de extrato de prépolis e
de clorexidina manipulada a 0,12% e corte de dentes que ficaram em tubos vazios.

Figura 3: Micrografia de MEV de dentes imersos em amostras de extrato de propolis: (A) Dente permanente
com aumento de 500 X e (B) Dente Deciduo com aumento de 350 X.
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Figura 4: Micrografia de MEV de dentes imersos em clorexidina a 0,12% manipulada: (A) Dente
permanente com aumento de 400 X e (B) Dente Deciduo com aumento de 300 X.

Figura 5: Micrograiade V de dentes qu e”lo foram imrss em solucgdes, ficaram em tubos vazios: (A)
Dente permanente com aumento de 500 X e (B) Dente Deciduo com aumento de 1800 X.

Observou-se que os dentes que ficaram em solu¢cdes com o extrato de prépolis e o
antisséptico clorexidina a 0,12%, mostraram certa nitidez da imagem em relacdo aos
tubulos dentindrios, tanto nos dentes deciduos como nos permanentes, 0 que nado
aconteceu com a imagem da figura 3, onde os dentes ndo foram imersos em solucdes,
verificando uma superficie bastante rugosa com pouca organizacdo dos tubulos
dentinarios. Isso demonstra que as solucdes possuem algumas caracteristicas favoraveis,
semelhantes e que atuam de alguma forma na estrutura dos tecidos dentarios, o esmalte
e a dentina.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstram que a prépolis verde do Parana tem potencial
para ser usada em solugcdo como enxaguante bucal, inibindo a proliferagdo bacteriana, e
melhorando o aspecto do esmalte dentario, sendo benéfico em relacdo aos produtos
guimicos ja utilizados, pois se tratando de um produto natural ndo acarreta prejuizos aos
usuarios nem ao meio ambiente, contribuindo para a melhoria da saude bucal, porém sao
necessarios maiores estudos que contribuam com a caracterizacdo e padronizacéo deste
material, quanto as caracteristicas desejadas.
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