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RESUMO: E crescente a preocupagao do consumidor em fazer o uso de produtos menos agressivos de
origem natural ou o0 mais proximo possivel de produtos naturais, um extrato que tém sido empregado ha
milhares de anos na medicina popular € o extrato de propolis. A propolis € uma resina produzida por
abelhas a partir de partes de plantas, que contém inimeras substancias, dentre elas os flavonéides. Suas
caracteristicas variam conforme a espécie vegetal visitada pelas abelhas, bem como o clima predominante,
ou seja, sua cor, sabor, odor, consisténcia, composi¢do quimica e atividade biologica dependem das
procedéncias das espécies vegetais e das estagbes do ano. A grande variedade de sua composi¢do
quimica vem despertando um grande interesse devido a sua agdo farmacolégica e suas diversas
propriedades terapéuticas, destacando-se as agbes antiinflamatérias, cicatrizante, antifungica e
antimicrobiana. Sendo assim, este trabalho visou testar e comprovar a atividade antimicrobiana dos extratos
de propolis verde do apiario da universidade estadual de Maringa e da prépolis vermelha vinda de Joao
Pessoa-PB, contra as bactérias Streptococcus mutans e Lactobacilos casei causadoras da carie.
Primeiramente, foi avaliada a agdo antimicrobiana dos extratos de prépolis liofilizados e a partir dos
resultados obtidos o extrato da prépolis vermelha foi incorporado em um enxaguatério bucal por apresentar
uma maior atividade antimicrobiana. Foram realizados testes para saber se a formulagédo apresenta agéo
contra as bactérias cariogénicas e apds foi efetuado o controle de qualidade e estudo da estabilidade
acelerada com a formulagao desenvolvida que sera destinada a prevengao da carie.

PALAVRAS-CHAVE: Acao anticariogénica; Formulagdes contra carie; Lactobacillus casei; Streptococcus
mutans; Substancias de origem natural.

1 INTRODUCAO

E crescente a preocupacdo do consumidor em fazer o uso de produtos menos
agressivos de origem natural ou o mais préximo possivel de produtos naturais (PACKER;
LUZ, 2007). Segundo Nogueira et al (2007), um extrato que tém sido empregado ha
milhares de anos na medicina popular é o extrato de propolis, o qual tem sido utilizado por
varias finalidades.

Em paises de clima temperado, segundo Nogueira et al (2007), sdo poucas as
plantas que produzem essa resina, mas no Brasil ha uma grande variedade delas como
propolis verde e vermelha. As caracteristicas da prépolis variam conforme a espécie
vegetal visitada pelas abelhas da espécie Apis mellifera, bem como o clima predominante,
ou seja, sua cor, sabor, odor, consisténcia, composi¢gdo quimica, e sua atividade bioldgica
dependem das procedéncias das espécies vegetais e das estagbes do ano. Sua
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composig¢ao quimica é variada, sendo que ja foram identificadas mais de 200 substancias
em propolis de diferentes localidades, incluindo acidos fendlicos, flavondides, ésteres,
diterpenos, sesquiterpenos, lignanas, aldeidos aromaticos, alcoois, aminoacidos, acidos
graxos, vitaminas e minerais. Dentre essas classes de substancias, destacam-se a dos
flavondides e a dos acidos fendlicos, pois € atribuida a elas grande parte das atividades
biolégicas constatadas para a propolis (FUNARI e FERRO, 2006).

A propolis € uma importante alternativa terapéutica do ponto de vista econémico e
eficacia farmacolégica por ser de facil obtengédo e por apresentar inumeras propriedades
farmacéuticas. Entre estas, estd comprovada a acdo antimicrobiana frente a varios
agentes etioldgicos, sobretudo bactérias causadoras da carie e leveduras, sobretudo
Candida albicans (LONGHINI et al, 2007). E ainda a ag&o antiinflamatéria, cicatrizante,
anestésica, e anticariogénica.

Medidas terapéuticas capazes de combater a placa bacteriana, tanto
curativamente, como preventivamente tém um impacto bastante positivo sobre a
prevencédo de varias patologias bucais dentre elas a carie. Assim, nas ultimas décadas
tem sido observado mundialmente um crescente interesse global no aproveitamento da
biodiversidade, particularmente nas espécies vegetais, que vém sendo utilizadas em
varias areas da saude. Portanto, a procura pela descoberta de agentes antimicrobianos,
oriundos de substancias naturais pode levar ao desenvolvimento de novos farmacos
importantes na odontologia (ANDREWS, 2001).

A carie, que é formada por um processo de descalcificacdo do esmalte dentario e
da dentina por acdo de acidos orgéanicos formados por bactérias fermentadoras,
principalmente, Streptococcus mutans e lactobacillus casei, que atuam sobre os
carboidratos introduzidos com a dieta alimentar do homem, onde acredita-se que S.
mutans esteja envolvido com o desenvolvimento inicial da carie, enquanto os lactobacilos
casei sejam os responsaveis pelo comprometimento da lesdao (NOGUEIRA et al, 2007).

Além dos métodos tradicionais, tais como acompanhamento perioddico, escovagao
com fluor, aplicagao topica com fluor, dieta baixa de sacarose, selante e coloragdo com
solugdes, alguns casos exigem uma maior eficacia no controle da carie. Por isso,
pesquisadores estao atualmente interessados em substancias naturais que oferecem
como alternativas o controle da carie e resposta antimicrobiana com menos riscos
associados (DUAILIBE; GONCALVES e AHID, 2007).

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo testar e comprovar a acgao
antimicrobiana dos extratos de propolis verde e vermelha frente as bactérias cariogénicas
e desenvolvimento de um enxaguatoério bucal para prevengao da carie.

2 MATERIAL E METODOS

A prépolis verde foi coletada do apiario da Universidade Estadual de Maringa
(UEM) e a propolis vermelha teve origem de um apiario localizado em Joao Pessoa-PB.

Foram pesados 100g de propolis verde e triturados em um liquidificador até virar
po, apos foi pesado novamente até obter 100g de p6 de propolis verde, o mesmo foi
realizado com a prépolis vermelha. As duas prépolis foram colocadas em bécker
diferentes e se adicionou um litro de alcool 96° GL em cada bécker deixando por 24 horas
em um recipiente hermético. Apés as 24 horas a propolis foi batida no liquidificador
novamente por 5 minutos durante 5 vezes. Em seguida as prépolis foram filtradas e
armazenadas para realizar a liofilizagao.

A liofilizacdo foi realizada na UEM, onde se obteve os extratos liofilizados, da
prépolis verde e vermelha, assim como seus residuos.

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana, foi utilizada a bactéria Streptococcus

mutans, ATCC 25175 e Lactobacillus casei isolada a partir do produto lacteo yakult 40. A
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padronizagao das bactérias foram realizadas da seguinte forma: os Streptococcus mutans
cultivados em meio Agar Sangue (BHI 5% sangue), retirou-se, com alga de platina, uma
colénia isolada da bactéria que foi transferida para uma placa contendo Agar sangue, pelo
método de estrias continuas. Para o Lactobacillus casei, a partir da placa onde foi
acondicionado 0,1mL do Yakut, retirou-se, uma coldnia isolada, com auxilio de uma alga
de platina, que foi inoculada em tubo de ensaio contendo o meio Agar MRS (Man, Rogosa
and Sharpe) inclinado em apice, pelo método de estrias continuas. Os tubos foram
incubados em estufa a 37°C, por 24 horas. Apds o crescimento das respectivas bactérias,
fez-se a padronizagédo do inoculo para 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL).
Os extratos de propolis foram submetidos a ensaios de atividade antimicrobiana por
difuséo em Agar de acordo com a metodologia de Nogueira et al (2007). Foram colocados
em discos de papel de filtro com 5mm de didmetro e aplicados os extratos de prépolis em
diferentes concentragdes (0,25; 0,50; 0,75 E 1%), e 10uL de solugéo Digluconato de
Clorexidina a 1% como controle antimicrobiano. As placas contendo as bactérias
cariogénicas como microorganismos detectores foram incubadas por 24 horas a 37°C
para leitura dos resultados.

Apos leitura dos resultados e levantamento bibliografico uma formulagédo de uso
odontoldgico foi desenvolvida, no caso, um enxaguatério bucal onde foi incorporado o
extrato de propolis vermelha (0,75%) por apresentar maior agcdo antimicrobiana. Os
componentes utilizados na formulagdo foram: mentol, eucaliptol, alcool 96°GL, lauril
sulfato de sddio, sacarina sddica, nipagin, Glicerina, extrato de prépolis (0,75%), esséncia
de menta, corante vermelho, agua destilada.

Quanto ao preparo da formulagéo, pulverizou-se o mentol (0,1g) e adicionou o
eucaliptol (0,4mL) e homogeneizou-se, adicionou o alcool (1mL) e homogeneizou até
completa solubilizagdo do mentol. Adicionou-se lauril sulfato de sédio (3mL) e a esséncia
de menta, pesou-se 100 gramas de prépolis vermelha e diluiu com 1 mL de alcool
pipetando-se 750uL da mistura formada e misturar com 250uL de alcool, adiciou-se 1 mL
de tween 20. Em seguida pulverizou o nipagin e a sacarina, adicionou a glicerina e
homogeneizou até solubilizagdo (se necessario aquecer). Os componentes da formulagao
foram todos misturados e homogeneizados completando o volume com agua destilada
(g.s.p), ainda adicionou o corante e 2mL de tween, homogeneizou e verificou o pH (6).

Foram desenvolvidas 3 formulagbes: Formulacdo com extrato de propolis
vermelha, Formulagdo sem extrato de prépolis vermelha (Saber se o conservante da
formulagao apresenta agao antimicrobiana), Formulagdo sem extrato de propolis vermelha
e sem nipagin (Saber se os componentes da formulagbes apresentam acgéo
antimicrobiana).

Apos, foi testada agdo da formulagdo seguindo a mesma metodologia descrita na
avaliacdo da atividade dos extratos de prépolis. Foi realizado controle de qualidade do
produto desenvolvido sendo avaliados os itens aspecto, cor, odor e pH. Além disso, foi
realizado o estudo de estabilidade preliminar, seguindo o Guia de estabilidade da ANVISA
(COSMETICOS, 2004). Neste teste, amostras do produto foram armazenadas em estufa
(40°C), na geladeira (5°C) e em temperatura ambiente durante 30 dias, sendo avaliadas
nos tempos zero, 24 horas e apds 7,15 e 30 dias, quanto aos mesmos itens que foram
verificados no controle de qualidade.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

Tendo em vista que as caracteristicas da prépolis variam conforme a espécie
vegetal visitada pelas abelhas, bem como o clima predominante, ou seja, sua cor, sabor,
odor, consisténcia, composi¢cao quimica, e sua atividade biolégica dependem das

procedéncias das espécies vegetais e das estagbes do ano, pode-se perceber que a
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propolis verde do apiario da universidade estadual de Maringa apresentou uma acgao
menor do que a propolis vermelha originada de Jodo Pessoa. Sendo assim, a propolis
vermelha 75% foi utilizada para desenvolvimento de um enxaguatdrio bucal.

Todos os testes antimicrobianos em difusdo em agar foram realizados em
triplicatas, obtendo-se uma média.

Tabela 1. Média obtida para as bactérias cariogénicas para propolis verde e vermelha

Bactéria Extrato de Halo obtido Digluconato Halo
utilizada propolis clorexidina obtido
Streptococcus Verde 0,75% 0,5cm 1% 1,0cm
mutans
Vermelha 0,75% 1,0 cm 1% 1,0 cm
Lactobacillus casei Verde 0,75% 0,3cm 1% 1,2 cm
Vermelha 0,75% 1,0 cm 1% 1,4 cm

Apo6s o desenvolvimento das formulagdes as mesmas foram testadas utilizando o
método de difusdo em agar e a clorexidina como padrao, onde os testes forma realizados
em ftriplicata obtendo-se a média. A formulacdo sem extrato de propolis vermelha,
formulagdo sem extrato de prépolis vermelha e sem nipagin, ndo apresentaram agao
contra as bactérias cariogénicas. Ja a formulagdo com extrato de prépolis vermelha a
0,75% apresentou um resultado satisfatério contra as bactérias cariogénicas, obtendo-se
uma meédia de halo de 1,1 cm para streptococcus mutans e para digluconato de
clorexidina (padrao) 1,0 cm, ja para Lactobacillus casei o halo obtido foi de 1,9 cm e para
padrao o halo obtido foi de 1,1 cm.

A formulacido foi submetida a temperatura ambiente, 40°C em estufa e 5°C em
geladeira para estudo da estabilidade preliminar, onde apés 30 dias a formulagéo
apresenta-se dentro dos padrdes, ou seja, a cor, pH, odor encontram-se sem alteragoes.

4 CONCLUSAO

Os estudos da atividade antimicrobiana realizadas com os extratos de propolis
liofilizados mostraram que a prépolis vermelha provinda de Jodo Pessoa—PB apresenta
atividade antimicrobiana contra as bactérias causadoras da carie. O enxaguatério bucal
também se mostrou eficaz contra o streptococcus mutans e lactobacillus casei mostrando
que o mesmo pode ser utilizado como alternativas para prevengéo, controle e resposta
antimicrobiana com menos riscos associados da carie. Apos levantamento bibliografico a
formulagdo desenvolvida foi um enxaguatério bucal e para trabalhos futuros deve-se
desenvolver e testar agao antimicrobiana com outras formas farmacéuticas de interesse
odontoldgico como: gel dental, creme dental, fllor para ser utilizada no tratamento e
prevencgao da carie.
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