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CAPITULO |



1.1 INTRODUCAO

A cérie dentéria € uma doenca infecciosa e transmissivel, que resulta da colonizacdo da
superficie do esmalte por microrganismos, especialmente os Streptococcus mutans que,
metabolizando carboidratos fermentaveis (sacarose), produzem &cidos. Esta acidez localizada,
provocada pela disponibilidade de acucar, leva a dissolucdo do fosfato de calcio das camadas
superficiais da estrutura do esmalte dentario, liberando fosfato e célcio para o meio bucal,
havendo perda mineral e formacdo da desmineralizacdo e destruicdo do esmalte dentario. Tem
sido descrita como doenca de etiologia multifatorial que necessita da interacdo entre fatores do
hospedeiro, dieta e placa bacteriana ou biofilme dental. O processo carioso ndo se desenvolve na
auséncia da placa dental ou de carboidratos fermentaveis oriundos da dieta sendo considerada
uma doenca dieta-bacteriana (BUISCH, 2000; MALTZ, 2000).

Na prevencdo da cérie necessita-se de condutas direcionadas a minimizar o desafio
cariogénico e aumentar a resisténcia da superficie dentéria. Isto pode ser alcancado através do
controle do biofilme dental mecanica ou quimicamente (STOOKEY, 1998).

A remocdo mecanica do biofilme ou da placa bacteriana é um fator importante na
prevencdo da cérie e igualmente da doenca periodontal. Frente a limitacdes dos métodos
mecanicos, recomenda-se lancar mdo de agentes quimicos visando o controle do biofilme. Dessa
forma, os agentes quimicos tém sido empregados com a finalidade de reduzir a populacdo de
microrganismos, em particular bactérias cariogénicas. Dentre 0s microrganismos encontrados no
biofilme dentério, os S. mutans podem contribuir de forma expressiva no processo carioso
(ZERO, 1999).

A cérie dentéria continua sendo, na Odontologia, um dos principais problemas de salde
publica. Apesar dos indices apresentarem uma diminuicdo, um declinio nas Gltimas décadas,
sendo ainda prevalente para alguns grupos, deve-se ao fato de que, em escala global, somente uma
parcela da populacdo se beneficia dos métodos de prevencdo e controle (NATIONAL
INSTITUTE OF HEALTH, 2001; FEATHERSTONE, 1999).

Desde a década de 60, a carie é considerada uma doenca induzida pela presenca de placa
bacteriana, fator critico para o seu desenvolvimento em humanos. Estudos iniciais indicaram

especificidade bacteriana envolvida nesse processo, relacionando os Streptococcus mutans e a sua



etiopatogenia (IKEDA et al., 1973; LOESCHE; STRAFON, 1979) e os Lactobacilos a sua
progressao (LOESCHE, 1986).

A evolucéo dos experimentos evidenciou que o desenvolvimento da cérie é relacionado a
uma multiplicidade de fatores que sdo capazes de modificar o ecossistema oral, concedendo aos
microrganismos odontopatdégenos a oportunidade de dominar a microbiota nos sitios que
favorecam tal situacdo. Por esse parametro, a carie dentaria poderia ser entendida ndo somente
como uma doenca infecciosa e multifatorial, mas como um evento essencialmente oportunista
(LANG et al., 1987; BUISCH et al., 1989).

Destacaram-se varios estudos, nos anos 90, que propuseram a evidéncia de que eventos
ecologicos referentes a placa bacteriana dentaria ou ao biofilme dental implicariam maior ou
menor cariogenicidade deste, o que ficou conhecido como Hipdtese da Placa Ecolégica (MARSH,
1991; MARSH, 1994). Desta forma, o excesso de aglcar oriundo da dieta poderia levar a
producdo de &cidos causando uma mudanca no ambiente bucal, de um pH neutro para um pH
acido, situacdo que incita trocas ecoldgicas na microbiota residente dominada por Streptococcus
sanguis e Streptococcus orallis, relacionados ao processo de remineralizacdo — RE, por outra em
que predominam os Streptococcus do grupo mutans e Lactobacilos, que sdo aciduricos e
acidogénicos e, portanto, cariogénicos, os quais favorecem o processo de desmineralizacdo —
DES, levando aos estagios iniciais e de desenvolvimento da doenca carie, respectivamente, se ndo
controlados.

Quando o controle mecanico do biofilme é falho, favorecendo o acimulo deste em sitios
de estagnacdo, a formacdo de um biofilme potencialmente cariogénico é favorecida, e as espécies
microbianas como os Streptococcus mutans e Lactobacilos sdo ecologicamente selecionadas,
passando a dominar o microambiente bucal (MARSH, 1991), fato que expde o individuo a uma
situacdo de risco de cérie exacerbado (desafio cariogénico), implicando o surgimento de manchas
brancas ativas na superficie do esmalte, as quais sdo o primeiro sinal clinico da doenca, cujos
controle e inativacdo sdo possiveis de serem executados (BACKER — DIRKS, 1966; MALTZ et
al., 2003).

Os fluoretos e a clorexidina foram muito utilizados como antimicrobianos para o controle
quimico do biofilme dental. Entretanto, com o crescente interesse de produtos naturais desde a
década de 90, a propolis passou a ser objeto de estudos, principalmente devido a sua capacidade
antimicrobiana (BRUMFITT et al., 1990; WOISKY et al., 1994).



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, microrganismos
relacionados a cérie dentéria (KOO et al., 2003; KOO et al., 2005; ALMEIDA et al. 2006) e sobre
0 processo de formacéo do biofilme cariogénico / fatores de viruléncia bacteriana que influenciam
na cariogenicidade deste (PARK et al., 1998; KOO et al., 2000; KOO et al., 2002; ALMEIDA et
al., 2006).

O fluoreto de sodio (NaF) tem sido demonstrado como eficaz no processo de
remineralizacdo de lesdes de carie incipiente (FEATHERSTONE, 1999; CURY; TENUTA, 2009;
FEATHERSTONE, 2009). Diante disso, pensou-se na hipotese de combinar os EEPs ao NaF para
verificacdo da possibilidade da utilizacdo dessa associacdo na dinamica do processo de
desmineralizagdo-remineralizacdo do esmalte dentério (processo DES-RE).

As associagdes de extratos de prdpolis e combinagdes com os fluoretos foi verificado
quanto ao efeito entre eles, isoladamente ou associados ao fluoreto de sodio sobre a recuperacao
da microdureza superficial do esmalte (ZARATE-PEREIRA, 2003) e na remineralizacio de
manchas brancas (ZARATE-PEREIRA, 2003; DE CARLLI, 2007), tendo em vista a sinergia entre
um comprovado agente remineralizador, o fluoreto de sodio e um potente composto
antibacteriano de origem natural e sem relato de toxicidade, o extrato etandlico de propolis.

Todos esses resultados direcionam para a possibilidade do uso do extrato de propolis
etandlico no tratamento de cérie. Porém, frente ao alto desafio cariogénico, o fluoreto de sodio
pode ndo ser suficiente para controlar a doenca carie; sendo necessario o desenvolvimento de
agentes quimicos para controlar a formacéo da placa bacteriana dentaria ou do biofilme dental que
sejam seguros para 0 uso e cuja acdo seja sinérgica ou complementar a do fluoreto (OGAARD et
al., 1994; FEATHERSTONE, 2009).

Dentre os agentes empregados com potencial antimicrobiano, a clorexidina parece ser a
substancia que vem apresentando as melhores caracteristicas em funcdo de suas particularidades,
(VINHOLIS et al, 1996). Os efeitos benéficos advindos do seu uso sdo documentados na
literatura, onde varios estudos demonstraram o seu potencial antimicrobiano, inibindo o acimulo
de biofilme e o aparecimento da doenca periodontal, além do efeito antimicrobiano seletivo,
especialmente sobre S. mutans (PETERLINI et al, 1998; ZANELA et al, 1997; BIJELLA; ROSA,
2002).



Por outro lado, seus efeitos colaterais ndo sdo poucos, podendo causar pigmentacdo dos
dentes, interferéncia gustativa, descamacdo da mucosa e resisténcia de germes quando do uso
diério prolongado além de possuir sabor amargo (BARROS; FIORINI, 2000; CURY et al., 2000).

Na Odontologia atual, produtos a base de extratos naturais vém sendo empregados com
proposito terapéutico in vivo (PEREIRA, 2002). Grande parte dos produtos de origem vegetal
apresenta em sua composi¢do substancias com atividade anticariogénica que podem suprimir o
crescimento de bactérias presentes na cavidade bucal, além de inibir a sintese de glucano a partir
da sacarose pela glicosiltransferase.

A propolis é uma substancia natural, resinosa elaborada pelas abelhas da espécie Apis
mellifera através da coleta de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais as abelhas
acrescentam secrecOes salivares, cera e pélen para elaboracdo final do produto (KOO et al., 2002;
MANARA et al., 1999). E encontrada nas colméias, onde é responsavel pela impermeabilizacéo,
isolamento térmico, vedacdo e tratamento anti-séptico (SANTOS, 1999).

Vérias substancias quimicas tém sido isoladas da propolis, sendo os flavondides
considerados o composto biologicamente ativo (KOO et al 2002).

Tem sido relatada atuacdo antimicrobiana expressiva do extrato de prépolis contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas (FERREIRA; VALENTE; BARBOSA, 1996;
WOISKY; GIESBRECHT; SALATINO, 1994), e especificamente contra bactérias colonizadoras
do biofilme, (GEBARA; ZARDETTO; MAYER, 1996), além do efeito inibitorio sobre a sintese
de glucano (KOO et al, 2000) somado ao fato de sua capacidade de inibir o desenvolvimento da
lesdo cariosa em animais (IKENO; MIYAZAWA, 1991; KOO et al., 1999).

Sua incorporacdo em produtos de higiene oral tem sido estimulada pelos resultados
promissores obtidos tanto na formulacdo de dentifricios (BAAKILINI; LARA; PANZERI, 1996;
PANZERI et al., 1999) como no emprego em solucdes de bochecho, reduzindo os niveis de S.
mutans (MORAES et al, 1996, STEINBERG; KAINE; GEDALLIA, 1996; ZARATE-PEREIRA,
1999), o acumulo de biofilme (KOO et al., 2002; MURRAY; WORTHINGTON; BLINKHORN,
1997) e a doenca gengival (DUARTE; KFOURI, 1999; MOTA, 2000).

A solucdo para bochecho de propolis a 6,25% reduziu significamente os niveis de S.
mutans, atuou sobre as condi¢fes de doenca gengival e acimulo de biofilme, demonstrando
comportamento semelhante ao da clorexidina, podendo ser indicado como agente quimico
terapéutico (ALMEIDA et al., 2006).



A propolis € usada como um remédio popular e esta disponivel na forma de cépsulas,
como um extrato (hidroalcodlico ou glicdlico), como enxaguatério bucal, na forma de po, entre
outras (CAPASSO & CASTALDO, 2002; SOARES et al., 2006).

A maioria dos produtos a base de propolis comercializados no Brasil possuem registro no
Ministério da Agricultura, que preconizam os limites para fixacdo de identidade e qualidade da
préopolis na Instrucdo Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). Os produtos que
contém propolis e que apresentem indicagdes terapéuticas podem ser registrados como
medicamentos especificos segundo a Resolugdo-RDC n° 132, de 29 de maio de 2003, D.O.U. de
02/10/2003, sendo classificados como opoterdpicos (BRASIL, 2003). A comprovacdo de
seguranca e eficacia segue a nota técnica da Camara Técnica de Medicamentos Fitoterapicos
(CATEF, 2005). O consumo de propolis no mundo é estimado em cerca de 700-800 toneladas /
ano (DA SILVA et al., 2006). Faltam estatisticas oficiais sobre o volume de propolis produzido
anualmente no Brasil, 0 que é exportado e o que é consumido pelo mercado interno. Existem
apenas avaliacdes de produtores e exportadores que situam a producdo brasileira entre 49 e 150
toneladas anuais. O célculo de 150 toneladas pode estar superestimado, mas é mais realista. O
consenso é que o Brasil é o segundo maior produtor mundial, logo atras da China (LIMA, 2006).
Nas Gltimas décadas, foi observado um aumento, em todo o mundo, no uso de produtos naturais
(HAYACIBARA et al., 2005). Entretanto, apesar desse aumento e do fato de existir uma
consideravel quantidade de informacfes disponiveis no que concerne aos aspectos quimicos e
biol6gicos da prépolis, sua aplicacdo terapéutica ainda pode ser considerada incipiente (FUNARI
& FERRO, 2006).

Atualmente, inimeros trabalhos demonstram as atividades bioldgicas da propolis bem
como suas aplicacdes terapéuticas. Essas virtudes conduzem a prépolis a um verdadeiro modismo.
Porém, é preciso estabelecer alguns pontos importantes. Apesar de ser aceita por 6rgdos
regulatérios como produto com finalidade terapéutica, a prépolis precisa ser padronizada
quimicamente para garantir sua qualidade, eficacia e seguranca. O que ndo é facil, pois, como ja
foi visto vérios fatores podem interferir na sua composicdo quimica. Também sdo necessarios
estudos que relacionem a composi¢do quimica com a atividade bioldgica, pois assim seria
possivel correlacionar o tipo de prépolis com a sua aplicagdo terapéutica. Isso é uma tarefa

imprescindivel para um mercado cada vez mais exigente em todo o mundo.



A prdpolis e seus componentes quimicos isolados sdo substancias que apresentam agdes
antiinflamatdria (PAULINO et al., 2003; CHIRUMBOLO et al., 2011; BARROSO et al., 2011)
antifingica (QUINTERO-MORA et al., 2008), antibacteriana (FERNANDES JUNIOR et al.,
2005), antioxidante (PADMAVATHI et al., 2006; ISLA et al., 2009) e anticarcinogénica
(KIMOTO et al., 2000; ORSOLIC et al., 2005).

Os flavonoides, componentes quimicos da propolis, sdo compostos fendlicos com um
radical hidroxila diretamente ligado ao anel aromatico, que favorecem o sequestro de radicais
livres (BOSIO et al., 2000; PADMAVATHI et al.,, 2006). Além dos flavondides, outros
compostos ativos sdo comumente encontrados em amostras de propolis, como os derivados do
acido cafeico, que possuem atividade imunomoduladora (BOSIO et al., 2000; CASTALDO;
CAPASSO, 2002).

A propolis é uma substancia resinosa produzida pelas abelhas Apis mellifera a partir de
resinas vegetais com objetivo de impermeabilizacdo e protecdo da colméia contra fungos e
bactérias (BANKOVA, 2005; DUAILIBE et al., 2007). Além disso, a prépolis € utilizada para
compor a parede dos favos de mel e embalsamar os insetos invasores mortos, 0 que evita a
decomposigdo dos mesmos (BANKOVA, 2005).

O conceito e a fungdo da propolis estdo de acordo com a etimologia da palavra, uma vez
que no grego, pro = em favor de; polis = cidade, ou seja, protecdo a cidade das abelhas
(FERREIRA et al. 2010). Atualmente, hd mais de 300 compostos quimicos identificados em
amostras de préopolis de diferentes origens geogréficas (KHALIL, 2006), como os alcodis,
aldeidos, acidos alifaticos, ésteres alifaticos, aminoacidos, &cidos aromaticos, ésteres aromaticos,
flavononas, flavondides, ésteres de hidrocarboidratos, acidos graxos, cetonas, terpendides e
derivados, esterdides, aclcares e compostos inorganicos. As variagcdes sazonais influenciam na
composicdo e nas propriedades bioldgicas da propolis (NUNES et al., 2009; KHALIL, 2006; LI et
al., 2010).

A Odontologia € uma das areas da saude onde a propolis vem sendo muito utilizada e
encontram-se na literatura numerosos artigos que descrevem suas aplicacfes nessa area. KOO e
colaboradores realizaram testes microbiologicos contra a bactéria Streptococcus mutans. Essa
bactéria é responsavel pela formacdo da placa bacteriana e estd envolvida no processo de
dissolugdo do dente, causado quando o pH da boca se torna &cido, formando a cérie. Para esses

estudos, os pesquisadores utilizaram trés tipos de amostras de propolis oriundos de regides



diferentes do Brasil: da Bahia, de Minas Gerais e do Rio Grande do Sul. A prdpolis da Bahia
mostrou melhor eficacia quando comparada com as outras (KOO et al, 2002.; KOO et al, 2000).

KOO e colaboradores continuaram seus estudos com a bactéria Streptococcus mutans,
em testes contra a carie dentéria. Utilizaram amostras de prdpolis provenientes dos Estados de
Minas Gerais e de S&o Paulo. Os testes foram realizados in vivo em ratos e humanos voluntarios.
Nos primeiros, houve a reducdo de 60 a 70% da placa bacteriana e nos ultimos de 40%. Embora a
prépolis, substancia natural, reduza apenas 40% da placa bacteriana em humanos, ndo produz
efeito colateral ao contrério da clorexidina, substancia quimica que reduz 70%, porém pode causar
efeitos colaterais (KOO et al, 2002).

PARK e colaboradores classificaram as amostras de propolis, coletadas de diferentes
regides do Brasil, em doze grupos, de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas e
propriedades bioldgicas. Verificaram que as amostras de prépolis obtidas desses doze grupos
possuiam atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans e contra Staphylococcus aureus.
Constataram que alguns tipos de propolis possuem atividade contra tais bactérias, enquanto que
outros ndo, dependendo de sua regido de origem e concluiram que para o combate da bactéria
Streptococcus mutans € interessante utilizar a prépolis proveniente da Bahia e/ou do Parané e para
a bacteria Staphylococcus aureus € mais indicado utilizar a resina produzida na Bahia, pois esta
inibiu fortemente a bactéria. Assim, € necessario utilizar a propolis especifica para o combate das
bactérias em questdo (PARK, et al, 2000).

Dentre os acidos fendlicos a acdo antibactericida esta relacionada aos acidos ferulico,
cafeico, derivados do acido cinamico (RUSSO, et al, 2004; FUNARI, et al, 2006).

Constata-se entdo, que o mecanismo da atividade antimicrobiana é complexo e pode ser
atribuida ao sinergismo entre alguns componentes quimicos, principalmente os flavonoides e
acidos fendlicos (MARCUCCI, et al, 1996; SFORCIN, et al, 2005).

Apesar da classificacdo das prépolis brasileiras, ha estudos relatando que a composicao
quimica da prépolis pode variar de acordo com a sazonalidade regional, o que podera influenciar
0 seu potencial (SFORCIN et al.,2000; CASTRO et al., 2007). Estudiosos afirmam que as
propolis de regides temperadas (oeste da Asia, Europa e America do Norte) possuem composicao
quimica semelhante entre si, porém sdo diferentes quando comparadas as prépolis de regides
tropicais devido a diferenga na vegetacdo (CUESTA-RUBIO et al., 2007).



Os fatores que influenciam a preferéncia das abelhas por uma determinada fonte vegetal
ndo sdo conhecidos, sabe-se apenas que elas sdo seletivas na coleta (SALATINO et al., 2005).
Uma vez que, utilizam a propolis como anti-séptico, possivelmente a escolha da planta esta
relacionada com a atividade antimicrobiana da resina (SHAINLER & KAFTANOGLU, 2005).

Os flavondides sao separados em diversas classes a depender das caracteristicas quimicas
e biossintéticas: flavonas, flavanol, flavonona, isoflavona, antocianidinas (OLDONI, 2007).

Os isoflavondides sdo metabolitos secundarios de plantas com multiplos efeitos
bioldgicos e farmacolégicos (OLDONI et al., 2011). A presenca destes era conhecida apenas em
amostras de propolis cubana, porém identificaram em amostras de prépolis vermelha de Alagoas.
Isso demonstra a similaridade entre a propolis vermelha do Brasil e de Cuba (PICCINELLI et al.,
2005; DAUGSH, 2007). Entretanto, a presenca de isoflavonoides ainda ndo foi identificada em
outras amostras de propolis brasileira (OLDONI et al., 2011).

A formononetina, um isoflavonéide com atividade estrogénica, antiradical e antifungica
foi encontrado em maior quantidade em amostras de propolis vermelha da Paraiba. Essa
isoflavona, quando consumida por mamiferos, é metabolizada em daidzeina que é um
isoflavonoide presente na soja usado no tratamento de cancer de mama e préstata (MORAES,
2009). Estudos sobre a composicao quimica da propolis podem ajudar a estabelecer critérios para
o controle de qualidade das amostras de prépolis (HERNANDEZ et al., 2010).

No Brasil, a qualidade da propolis é verificada utilizando parametros normatizados pelo
Ministério da Agricultura (BRASIL, 2001), onde o teor de flavondides, bem como a composicao
centesimal da mesma devem ser avaliados. As propriedades bioldgicas da propolis estdo ligadas
diretamente a sua composi¢do quimica. A maioria dos flavondides e fenodlicos identificados na
prépolis ja possuem atividade biol6gica comprovada. Dentre as propriedades estdo as atividades:
antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatéria, imunomodulatéria, hipotensiva, cicatrizante,
anestésica, anticancer, anti-HIV e anticariogénica (PARK et al., 2002). Alguns estudos também
evidenciam a acdo da propolis como antiparasitaria (STARZYK et al., 1997), inseticida
(GAREDEW et al., 2002), anti-herpes (AMOROS et al., 1992), anti-hepatica (SUGIMOTO et al.,
1999), cicatrizante (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009). e acdo hormonal (SONG et al.,
2002).

Estudiosos afirmam que a prépolis apresenta atividade antimicrobiana independente da

sua origem, devido ao efeito bactericida e fungicida imprescindivel para preservar a vida na
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colméia. A atividade biologica da prépolis é atribuida as substancias derivadas das plantas
coletadas para a sua producao (BURIOL, et al., 2009).

Hernandez et al., (2010), inferem que duas ou mais espécies vegetais contribuem para a
producdo da propolis cubana. Por isso, embora seja um produto de origem animal, alguns
compostos quimicos da propolis sdo derivados da fonte boténica utilizada pelas abelhas,
principalmente aqueles com acéo bioldgica (SALATINO et al., 2005).

A composicdo quimica da propolis inclui flavondides (como a galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol), &cidos aromaéticos e ésteres, aldeidos e cetonas, terpendides e
fenilpropanodides (como o0s 4&cidos caféico e clorogénico), esteroides, aminoacidos,
polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e VAarios outros compostos em pequenas
quantidades (HU et al., 2005; HAYACIBARA et al., 2005; OZKUL et al., 2004; MATSUDA et
al., 2002; ROCHA et al., 2003).

Ha também na sua constituicdo elementos inorganicos como o cobre, manganés, ferro,
calcio, aluminio, vanadio e silicio (MARCUCCI, 1996). De todos esses grupos de compostos,
certamente o que vem chamando mais atencdo dos pesquisadores é o dos flavonoides (LIMA,
2006). A eles, bem como aos acidos fendlicos, sdo atribuidas as propriedades antibacteriana,
antiviral e antioxidante (VOLPI & BERGONZINI, 2006).
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1.2 JUSTIFICATIVA

Varios estudos ja foram realizados e embora o extrato etanolico de propolis tenha sido
avaliado, ha ainda necessidade de mais estudos para confirmar os resultados, fazendo varias
comparacOes com extrato de propolis ndo alcodlico, ainda pouco avaliado sobre este aspecto,
alcoolico entre outras associacdes, justificando a realizacdo dessa pesquisa. A presente tematica
foi escolhida a partir da observacdo sobre a problematica da doenca carie dentaria que se
apresenta como um problema de salde publica, que embora tenham muitos programas de
prevencdo em saude bucal, ainda a Odontologia continua estudando para encontrar
resolutividade para a doenca.

Considerando que a Saude tem um papel relevante na atencéo integral do individuo, esta
pesquisa justificou-se, pelo seu perfil preventivo e de promocdo da salde, podendo contribuir
com programas de saude publica para melhorar a qualidade de vida das pessoas.

Quando o controle mecanico do biofilme ndo ocorre, ha o acimulo da placa bacteriana
que é potencialmente cariogénica, e as espécies microbianas como 0s Streptococcus mutans e
Lactobacilos séo ecologicamente selecionadas, passando a dominar a cavidade bucal, fato que
expOe o individuo a uma situacdo de risco da doenca cérie dentéria de forma que podem ter o
surgimento de manchas brancas ativas na superficie do esmalte dentario, as quais sdo o0 primeiro
sinal clinico da doenca, cujo controle e inativacdo sdo possiveis de serem executados através de
controle mecanico e quimico da placa bacteriana através das técnicas de higiene oral e aplicacao
de fluoretos bem como o uso de antissépticos bucais. Os fluoretos e a clorexidina sdo muito
utilizados como coadjuvantes no processo do controle quimico do biofilme dental. Portanto, com
0 crescente interesse de produtos naturais, a propolis vem sendo muito pesquisada,

principalmente devido a suas diversas propriedades e perfil anti-bacteriano.
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1.3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi analisar quimicamente e microbiologicamente os efeitos
dos extratos de propolis que foram realizados em laboratorio com amostras obtidas de regides do
Estado do Parané, sobre a microbiota da doenca carie dentaria, com a intencionalidade futura de

desenvolvimento de antisséptico bucal a base de propolis.

Objetivos Especificos

Avaliar o perfil quimico de todas as prépolis: por cromatografia liquida de alta
eficiéncia;

Avaliar a quantidade inibitéria minima da prépolis com relacdo as bactérias:
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus;

Comparar o perfil quimico da propolis com a capacidade inibitoria minima;

Avaliar o perfil de oxidacdo das amostras de propolis e comparar o melhor perfil para o

desenvolvimento do enxaguante bucal.
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ANALISE QUIMICA E MICROBIOLOGICA DE EXTRATOS DE PROPOLIS PARA
POSSIVEL APLICACAO EM FORMULACOES DE ENXAGUANTES BUCAIS PARA
ACAO ANTI-CARIE

RESUMO: A propolis é uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas da espécie Apis
mellifera através da coleta de brotos, flores e exsudatos de plantas. Varias substancias quimicas
tém sido isoladas da propolis, sendo os flavondides 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 propolis tem potencial para ser usado como
enxaguante bucal, no combate a cérie. Este estudo teve como objetivo avaliar o perfil quimico e
acdo antimicrobiana do extrato etandlico da prépolis de diferentes regides do Estado do Parana.
Para isso as amostras foram submetidas a varios testes para a determinacdo de suas
caracteristicas quimicas, atividade antimicrobiana, e por fim sua acdo sobre o revestimento
dental. As amostras de propolis mostraram para as colheitas analisadas, valores para cinzas, cera,
solidos sollveis e residuos insoluveis dentro dos limites da legislacdo vigente. Dentre o0s
compostos presentes, destacou-se em todas as amostras o Artepillin C, que tem inGmeras
propriedades bioldgicas, em especial antimicrobiana e antioxidante que foram comprovadas
pelos testes realizados. Observou-se ainda que quando imersos na solucdo de prépolis, os dentes
apresentam melhor aspecto e nitidez nos tubulos dentinarios do que quando ndo sdo expostos a
nenhuma substancia. Estes resultados demonstram que a prdpolis verde tem potencial para ser

usada em solugdo como enxaguante bucal, com a vantagem de ser um produto natural.

Palavras chave: Propolis, Analise Quimica, Acdo Antimicrobiana, promoc¢do em saude bucal.
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DETERMINATION OF CHEMICAL COMPOSITION AND MICROBIOLOGICAL
PROPOLIS EXTRACTS AND POSSIBLE APPLICATION OF FORMULATIONS
MOUTHWASHES ACTION ANTI-DECAY

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 and antioxidant, which has been proved
by 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 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: Propolis, chemical analysis, Antimicrobial action, promotion of oral health.
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2.1 INTRODUCAO

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 as abelhas acrescentam
secrecBes salivares, cera e polen para elaboracdo final do produto (KOO et al., 2002b;). E
encontrada nas colméias, onde é responsavel pela impermeabilizacdo, isolamento térmico,
vedacao e tratamento anti-séptico (SANTQOS, 1999).

A composicdo quimica da propolis inclui flavonodides (como a galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol), &cidos aromaticos e ésteres, aldeidos e cetonas, terpendides e
fenilpropanodides (como os acidos caféico e clorogénico), esteroides, aminoacidos,
polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e Vvarios outros compostos em pequenas
quantidades (Hu et al., 2005; Hayacibara et al., 2005; Ozkul et al., 2004; Matsuda et al., 2002;
Rocha et al., 2003). H& também na sua constituicdo elementos inorganicos como o cobre,
manganés, ferro, calcio, aluminio, vanadio e silicio (Marcucci, 1996). De todos esses grupos de
compostos, certamente o0 que vem chamando mais atencao dos pesquisadores é o dos flavonoides
(Lima, 2006). A eles, bem como aos &cidos fenolicos, sdo atribuidas as propriedades
antibacteriana, antiviral e antioxidante (Volpi & Bergonzini, 2006, KOO et al 2002).

A propolis tem alvo de estudos farmacoldgicos devido as suas propriedades
antibacteriana, antifungica, antiviral, antiinflamatdria, hepatoprotetora, antioxidante, antitumoral,
imunomodulatoria, etc. (Bankova, 2005; Kosalec et al., 2005; Alencar et al., 2005; Simdes et al.,
2008).

A literatura descreveu atuacdo antimicrobiana expressiva do extrato de prépolis contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (FERREIRA; VALENTE; BARBOSA, 1996;
WOISKY; GIESBRECHT; SALATINO, 1994), e especificamente contra bactérias
colonizadoras do biofilme, (GEBARA; ZARDETTO; MAYER, 1996), além do efeito inibitdrio
sobre a sintese de glucano (KOO et al, 2000) somado ao fato de sua capacidade de inibir o
desenvolvimento da lesdo cariosa em animais (IKENO; MIYAZAWA, 1991; KOO et al., 1999).

As atividades antibacterianas e antiflngicas da propolis caracterizam as propriedades
bioldgicas mais extensivamente estudadas (KUJUNGIEV et al., 1999). Séo atribuidas
principalmente a flavonona pinocembrina, ao flavonol galagina e ao éster feniletil do acido

caféico, com um mecanismo de acdo baseado provavelmente na inibicdo do RNA-polimerase
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bacteriano (UZEL et al., 2005). Outros componentes como os flavondides, o &cido caféico, acido
benzobico e é&cido cindmico, provavelmente agem na membrana ou parede celular do
microorganismo, causando danos funcionais e estruturais (SCAZZOCCHIO et al., 2005).

Sua incorporacdo em produtos de higiene oral tem sido estimulada pelos resultados
promissores obtidos tanto na formulacdo de dentifricios (BAAKILINI; LARA; PANZERI, 1996;
PANZERI et al., 1999) como no emprego em solugcbes de bochecho, reduzindo os niveis de S.
mutans (MORAES et al, 1996, STEINBERG; KAINE; GEDALLIA, 1996; ZARATE-
PEREIRA, 1999), o acimulo de biofilme (KOO et al., 2002) e a doenca gengival (DUARTE;
KFOURI, 1999; MOTA, 2000).

A solucdo para bochecho de propolis a 6,25% reduziu significativamente os niveis de
Streptococcus mutans, atuou sobre as condi¢Ges de doenca gengival e acimulo de biofilme,
demonstrando comportamento semelhante ao da clorexidina, podendo ser indicado como agente
quimico terapéutico (ALMEIDA et al., 2006).

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 cérie dentaria (KOO et al., 2005; ALMEIDA et al. 2006) e
sobre o processo de formacdo do biofilme cariogénico / fatores de viruléncia bacteriana que
influenciam na cariogenicidade deste (KOO et al., 2002; ALMEIDA et al., 2006). O presente
estudo visa avaliar o perfil quimico e a atividade antimicrobiana do extrato da propolis verde de
diferentes regides do Estado do Parand, determinando seu potencial para uso como enxaguante

bucal.

2.2 METODOLOGIA

Foram analisadas seis (6) amostras de propolis de regides do Estado do Parana, 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 Apis mellifera do tipo
Langstroth, sendo as amostras adquiridas através de apiarios das regides de Cambara, Cianorte,

Ilha Grande, Maringa, Paranavai e Uniflor.
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Analise da prépolis

Umidade

Para analise de umidade, foi pesado aproximadamente 1 g de cada amostra de propolis
em um recipiente apropriado. Depois de pesadas, as amostras foram levadas a estufa a 70°C por
1 hora, em seguida as amostras passaram para 0 resfriamento e pesadas novamente. O

procedimento foi repetido até obter-se peso constante.

Teor de Cinzas
Em relacdo a cinzas, 2,0 g de cada amostra de propolis foi pesado em cadinho, em
seguida, os cadinhos foram levados a mufla na temperatura de 600°C, deixando-se por
aproximadamente 2 horas. Esta andlise foi realizada em triplicata e com os dados, foram

calculados a porcentagem de cinzas.

Determinacao de residuos insolaveis, solidos solGveis e cera

Para a determinacdo dos valores de residuos insoluveis, solidos sollveis e cera, foi
realizado a extracdo em aparelho tipo Soxhlet. Em um cartucho, feito com papel de filtro de peso
conhecido, apds secagem em estufa, foi pesado aproximadamente 10 g da amostra de cada
amostra propolis e colocado no aparelho Soxhlet, para extracdo com alcool de cereal por 24
horas. Ao término do processo, o precipitado obtido da extracdo em Soxhlet foi colocado em um
béquer, esfriado a temperatura ambiente e levado a geladeira para posterior filtragem em funil de
Buchner forrado com papel filtro apropriado.

Preparagdo dos Extratos Etandlicos de Propolis (EEP)

As amostras de propolis (1 g) foram extraidas com etanol (10 mL) durante 24 h, a 70°C,
em aparelho Soxhlet. Os extratos obtidos foram filtrados e acondicionados em vidro ambar a

5°C. Todos 0s EEP das amostras foram preparados a 10%.

Avaliacdo da Capacidade Antioxidante Frente ao ORAC
A capacidade antioxidante foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por
Mensor et al. (2001). Para anélise de extrato bruto e sub-fragdes provenientes de sua parti¢do
foram preparadas solugfes nas concentracfes de 5 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75
pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL e 250 pg/mL em alcool de cereais, constituindo as solucGes
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amostra. Solucdo etanolica de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) 0,3 mM (1 mL) foi
adicionada a amostra (2,5 mL) nas diferentes concentracdes, deixando-se reagir em temperatura
ambiente. Alcool de cereais (1 mL) e a solugdo amostra (2,5 mL) foram utilizadas como branco.
Solugdo de DPPH 0,3 mM (1,0 mL) e alcool de cereais (2,5 mL) foram usados como controle
negativo. Apos 30 minutos os valores de absorbancia foram medidos a 518 nm e convertidos em
porcentagem de atividade antioxidante ou percentagem de DPPH consumido (AA%), utilizando-
se para isso a seguinte formula:
AA%=100 — {[(Abs amostra — Abs branco) x 100] / Abs controle}.

O experimento foi realizado em triplicata.

Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

Para as andlises cromatogréficas dos EEPs, 1 mL de cada extrato foi adicionado em 15
mL de &gua ultrapura (sistema Milli-Q, Millipore, Billerica, USA) em um funil de separacéo
contendo 25 mL de acetato de etila. A solucdo obtida foi transferida para um béquer contendo
sulfato de sodio anidro, e em seguida deixada em recipiente adequado em banho-maria (45°C)
para evaporagdo dos compostos liquidos. O residuo seco obtido foi retomado em metanol,
filtrado em membrana Milipore® com porosidade de 0,45 pum e analisado por cromatografia.

Na andlise foi utilizado um sistema CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia)
acoplada a um detector UV/Vis, utilizando uma coluna Phenomenex® Luna PFP (2)
(pentafluorofenil), com particulas de 5 p, 100 A, com 250 x 4,6 mm e pré-coluna do mesmo
material e porosidade, como fase estacionaria. (Duas fases moveis foram utilizadas: solucéao
aquosa contendo éacido acético 5% (v/v) e metanol (Methanol Baker HPLC Solvent,
Mallinckrodt Baker Inc., Philipsburg, NJ, USA) e solucdo aquosa de acetonitrila 2,5% (v/v) e
metanol, com fluxo de 1,0 mL/minuto, também para otimizar as condi¢Bes cromatogréficas). A
deteccdo foi realizada a 310 nm e o tempo de corrida foi de 30 minutos. Para as analises foram
utilizadas aliquotas de 20 pL, com trés repeticdes para cada extrato analisado. Os resultados
foram expressos em mg/g de ESP. Na fase movel utilizou-se gradiente ndo-linear com metanol,

agua ultrapura e acido acético a 5 %, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 — Sistema eluente em gradiente ndo-linear utilizado como fase movel

Tempo (minutos) Metanol (%)?
0.00 95
5.00 58
7.50 62
25.00 85
30.00 100

% Fase aquosa contendo acido acético 5%

Anélise da Acao dos EEPs sobre o Revestimento Dental por Microscopia
Eletronica de Varredura

Dentes deciduos e permanentes foram lavados com agua e sabdo, e em seguida limpos
com alcool. Os mesmos foram colocados em tubos de ensaio previamente identificados,
contendo os extratos de propolis e para comparacéo foi realizado 0 mesmos procedimento com a
clorexidina 0,12%. Durante dois meses, estes foram imersos e retirados das solucdes
semanalmente e como controle foi mantido dentes limpos sem imerséo em qualquer substancia.
Ap0s este periodo e com os dentes secos, foram feitos cortes com brocas diamantadas em forma
de lapis, nmero 1092, com motor de alta rotacdo. Os fragmentos (deciduos e permanentes), que
contém esmalte, dentina e polpa foram colocados sobre a superficie de uma fita dupla face
aderida a um porta amostra de aluminio e em seguida depositado em sua superficie uma fina
camada de substancia condutora (ouro) através de um metalizador Balzer, modelo MED 020. As
micrografias foram obtidas em um microscopio SHIMADZU modelo SS 550, equipado de
microssanda com detector de energia dispersiva (EDS). A tensdo de aceleracdo utilizado foi de
15 KeV.
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Avaliacdo da A¢do Antimicrobiana

Linhagens de Bacteérias

Neste estudo, foram utilizadas as cepas padrdes de Streptococcus mutans (ATCC
25175), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e 0 experimento realizado em capela de fluxo
laminar, em triplicata para cada extrato de propolis.

As linhagens das bactérias foram conservadas em meio liquido BHI a 35°C e quando
necessario, foram duplamente repicadas em meio &gar Muller Hinton em intervalos de 24 h antes

de serem utilizadas.

In6culo de Bactérias e Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

As linhagens das bactérias (Streptococcus mutans, staphilococcus aureus) foram
ativadas em caldo Muller Hinton, a 37°C por 24 h. Apés o desenvolvimento, a padronizagao do
inoculo foi ajustada comparando-se a escala 0,5 McFarland. A seguir foi realizada a
padronizacdo do inoculo em solucgdo salina. A partir da escala de McFarland foi diluido 1:10 em
caldo Muller Hinton estando o indculo pronto para a aplicacao.

Para determinacdo da 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 que foi utilizado é
0 meio caldo Muller Hinton, do qual foram colocados 100 puL em cada pogo da placa. Em
seguida foram adicionados 5 pL do in6culo de microrganismo. A coluna 1 foi usada para o
controle negativo do teste, onde adicionou-se ao meio de cultura apenas o EEP. Nos pocos da
coluna 2 acrescentou-se 100 uL do EEP a ser testado, em concentragdo de 2.000 pg/mL, e apos
homogeneizagdo passado 100 pL deste para os pocos da coluna 3, e assim sucessivamente até a
coluna de ndmero 11, onde o mesmo volume (100 uL) € descartado, 0os pocos da coluna 11
também serviram para o controle de turbidez. A coluna 12 foi considerada como controle
positivo, contendo apenas a suspensdo de células de microrganismo (1,0 x 10* UFC/mL) e o
meio de cultura.

Apos a montagem, a placa foi incubada em estufa a 37° C e a leitura realizada apos 24
h. (Os testes de sensibilidade foram realizados como o descrito pelo National Comittee for
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Clinical Laboratory Standards, atual CLSI (NCCLS, 2006) segundo o protocolo M7-A7). A
leitura foi feita observando-se o desenvolvimento do microrganismo (turvacdo) em relacdo ao
controle negativo, isto é, auséncia de crescimento. Foi determinada como CIM a menor
concentracdo do extrato de propolis onde ndo ocorreu o desenvolvimento dos microrganismos.
Neste estudo, também foi realizada a determinacdo da concentracdo bactericida minima,
onde apos a leitura da CIM, com o auxilio de micropipetadores transferiu-se cerca de 10 pL de
cada poco das placas, para regides determinadas de placa de Petri contendo Agar Mueller
Hinton. Estas placas de Petri foram levadas a estufa a 37°C e apds 24 horas realizado a leitura.
A regido em que ndo ocorreu crescimento bacteriano é indicada como a menor concentracédo do

extrato a ter acdo bactericida contra o microrganismo estudado.

2.3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Analise Quimica da Propolis

Todas as amostras de prépolis utilizadas nas analises foram colhidas de colméias de
Apis mellifera, do tipo Langstroth. A Tabela 2 apresenta os valores médios para o teor de cinzas,
umidade, residuos insoluveis, solidos sollveis e cera para todas as amostras de propolis

analisadas, de acordo com as regides de coleta.

Tabela 2-Determinagéo do Teor de Cinzas, Umidade, Residuos Insollveis, Sélidos Soluveis e Cera

Teor de Umidade Residuos Sélidos Teor de Cera
Cinzas (%) Insolaveis Solaveis 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 4,91 £ 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
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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 menor quantidade de
residuos inorgénicos, assim, através dos resultados todas as amostras ndo apresentam diferencas
significativas no teor de cinzas e observa-se também que todos os valores encontrados para as
colheitas estdo de acordo com a Legislacdo Vigente (BRASIL, 2002). Esta determinacdo é
importante podendo detectar adulteracbes no produto, principalmente nos que sao
comercializados em p6, onde a adi¢do de elementos como terra, por exemplo, resultaria em
valores elevados de cinzas (WOYISKI, 1996). GARCIA et al. (1999/2000), analisando a
prépolis do Parand, encontrou valores para cinzas (3,56% no verao), valor este superior a todos
as amostras analisadas neste trabalho.

Para o teor de umidade houve uma variacdo grande entre 2,09% e 9,13% para as
amostras estudadas, sendo a prépolis de Cambard com o menor teor de umidade. Para este
parametro, o teor de umidade deve ser inferior a 8% para garantir a qualidade da propolis
(BRASIL, 2002), o que ndo ocorreu para as prépolis de Cianorte (8,21 %) e Paranavai (9,13 %),
que excederam o limite do Ministério da Agricultura, porém deve-se considerar que podem
ocorrer variagdes pelas condi¢des de armazenamento e manipulagdo (WOYISKI, 1996).

Os resultados para residuos insoltveis e solidos soltveis em etanol estdo de acordo com
a legislacdo, sendo que para todas as amostras os valores ficaram abaixo de 40% e acima de
35%, respectivamente (BRASIL, 2002). Estes parametros de residuos insollveis e solidos
soluveis estdo altamente relacionados ao solvente utilizado e a solubilidade da amostra no
mesmo (FUNARI et al., 2006).

Comparando-se os dados determinados pelas amostras de prépolis neste estudo com os
valores da Legislacdo Vigente (BRASIL, 2002), constatou-se que os resultados obtidos para o
teor de cera mostram que todas as propolis estdo de acordo com o exigido, pois apresentam
valores entre 2,34% e 11,09% de cera, percentagens, que estdo abaixo do permitido, que é de
25% de cera. A porcentagem de cera deve ficar abaixo de 25%, pois as substancias que

compdem a cera ndo sdo consideradas farmacologicamente ativas (WOYISKI, 1996).
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Analise da Capacidade Antioxidante por DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada em porcentagem da atividade antioxidante
(AA) através da percentagem de DPPH consumido. A Tabela 3 descreve os resultados obtidos

para a determinacéo da capacidade antioxidante.

Tabela 3 - Determinacéo da capacidade antioxidante por DPPH

Cambara Cianorte Ilha Grande Maringa Paranavai Uniflor

AA (%) 92,77+520 9045+047 86,59+0,873 8348+567 90,72+120 84,41+041

A anélise mostra que os extratos de propolis apresentam uma excelente atividade
antioxidante frente a concentracdo de DPPH de 250 pg/mL, com os resultados variando entre
83,48% e 92,77%, com o destaque para a amostra de prépolis obtido de Cambara que apresentou

a melhor atividade antioxidante.

Os componentes ativo biologicamente na prépolis estdo associados aos diferentes
flavonoides fendlicos e seus derivados ésteres e seu efeito correlaciona-se diretamente com as
atividades anti-inflamatoria e hepatoprotetora. Segundo alguns estudos relatados na literatura
cientifica (KOSALEC et al., 2007; KUMAZAWA et al., 2004; KUMAZAWA et al., 2001;
MIGUEL et al., 2010), quando maior a concentracdo de polifendis presentes no extrato de
prépolis, maior sera sua capacidade antioxidante e dentre estes compostos podemos destacar o
CAPE (fenetil éster do acido caféico - Tabela 4) como uma das mais potentes substancias
presentes na propolis (FAROOQUI e FAROOQUII, 2010).

Resultados obtidos para CLAE

A Figura 1 mostra 0s cromatogramas obtidos para as amostras de extratos de Propolis
de Uniflor, Cambara, Maring4, Cianorte, Paranavai e Ilha Grande, respectivamente. Nestes
extratos de prépolis foram identificados uma série de substancias e comparadas com os padrdes
apresentados na Tabela 4. A identificacdo foi realizada através da comparagdo com o0s
respectivos tempos de retencdo das substancias padrdes injetadas nas mesmas condicOes

cromatograficas.
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Para estas amostras, cinco compostos de 4acidos fendlicos (Tabela 4) foram
identificados: acido cafeico, acido p-cumarico, CAPE, drupanina e artepillin C, bem como a
presenca dos flavondides (Tabela 4): apigenina, galangina, acacetina, isorhamnetina e
pinobankisina. Este resultado mostra a importancia de utilizar os acidos fendlicos (&cido caféico,
acido p-cumarico, CAPE, drupanina e artepillin C) e flavondides (apigenina, galangina,
acacetina, isorhamnetina e pinobanskisina), como marcadores para quantificar propolis e seus
produtos derivados.

Entre todos os compostos ja identificados na propolis, Artepillin C é o composto
quimico (estrutura na Tabela 4) que atrai a atencdo de pesquisadores, devido a suas inumeras
propriedades bioldgicas. Devido aos altos niveis de Artepillin C, a prépolis brasileira tem sido
amplamente estudada por pesquisadores em todo o mundo, especialmente o "prépolis verde".
(CHANG et al., 2008).

Através dos resultados obtidos neste trabalho e de informacGes obtidas na literatura, a
prépolis usada neste estudo pode ser considerada como sendo propolis verde, porque, entre 0s
compostos fenolicos identificados, Artepillin C constitui a principal substancia quimica.
Diferentemente da prépolis vermelha onde a concentracdo do Artepilin C ndo é a predominante

no extrato de propolis.
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Através da analise da Figura 1 € possivel observar que todas as amostras de propolis
apresentam as mesmas caracteristicas quimicas onde predomina os compostos 1, 2, 5, 8, 12 e 18.
J& nos cromatogramas C, D, E e F apresentam o composto 12 com concentracdes similares ao
pico 8, diferentemente do cromatograma obtido do extrato de prdpolis de Uniflor que néo
apresenta o composto 12 (CAPE). Para todas as amostras de propolis analisadas de diferentes
cidades do Parana foi possivel identificar o composto pinobanksina em concentracdes parecidas.

Devido a variacdo na composi¢do quimica da prépolis, é necessaria uma padronizagado
destes extratos de prdpolis. (SALATINO et al., 2011). Através das analises dos cromatogramas,
pode-se verificar que, em funcdo da concentracdo de propolis, diferentes compostos fendlicos

séo extraidos a partir da propolis, resultando em extratos com diferentes propriedades bioldgicas.

Tabela 4: Substancias identificadas através da analise de CLAE

Compostos Tempo de Substancia Estrutura
retencao identifica
(mim)
1 ~ 4,48 Acido caféico

()
“°wOH
HO
2 ~5,6 Acido p- o

cumarico /@/\)‘\
A OH
HO
3 ~ 6,95 Acido feralico o
HsC OU‘\\)LOH
HO

4 ~10,25 Cinnamyl

5 ~12,80 Pinobanksina
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6 ~ 14,21 Quercetina
OH O
7 ~16,94 Naringenina OH
HO O ~©/
OH O
8 ~17,4 Apigenina OH
HO. l o O
OH o
9 ~18,01 Drupanina
10 ~19,66 Isorhamnetina OCH;
11 ~ 20,9 Crisina -~



http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Quercetin.svg
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12 ~ 20,10 CAPE o
x OH
[o}
F
13 ~ 20,39 Eupalitina OH
0 | s OT/@
~ o
8] OH
OH O
14 ~ 20,70 Pinocembrina
HO. l 0.
OH (o]
15 ~ 23,19 Galangina
HO. I 0.
OH
OH (o]
16 ~ 25,78 Acacetina O
HO I o O
OH o
17 ~ 26,34 Rhamnazina OCH;
18 ~ 26,78 Artepillin C OH
AN F
AN
HO o
19 ~29,14 Tetochrysina



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cb/Tectochrysin.svg
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20 ~ 30,72 Baccharina

OH

As amostras de prépolis e os padrdes serdo analisados por LC/MS, para uma analise
mais confiavel e também realizar a determinacdo da concentracdo de cada substancia identificada
nas amostras de propolis. Este experimento sera realizado como continuacao deste trabalho.

Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para andlise por MEV, os dentes (deciduos e permanentes) foram imersos nos
respectivos extratos de prdpolis. Ap6s a remocdo destes dentes das solugbes dos extratos de
prépolis foi realizada uma prévia avaliacdo dos tecidos que revestem os dentes e observou-se que
ndo houve alteracdo na mudanca da coloracao das estruturas teciduais da superficie dentaria.

As Figuras abaixo 2, 3 e 4 sdo imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura de
cortes de dentes permanentes e deciduos imersos em solucfes de extrato de propolis, de
clorexidina manipulada a 0,12% e corte de dentes que ficaram em tubos vazios.



Figura 2: Micrografia de MEV de dentes imersos em amostras de extrato de prépolis: (A) Dente permanente com
aumento de 500 X e (B) Dente Deciduo com aumento de 350 X
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Figura 3: 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 4: Micrografia de MEV de dentes que ndo foram imersos em solug@es, ficaram em tubos vazios: (A) Dente
permanente com aumento de 500 X e (B) Dente Deciduo com aumento de 1800 X.
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Foi observado que os dentes que ficaram em solugfes com o extrato de prépolis e o
antisséptico clorexidina a 0,12%, mostraram certa nitidez da imagem em relacdo aos tubulos
dentinarios, tanto nos dentes deciduos como nos permanentes, 0 que ndo aconteceu com a
imagem da figura 4, onde os dentes ndo foram imersos em solugdes, verificando uma superficie
bastante rugosa com pouca organizagdo dos tubulos dentinarios, demonstrando que as solucbes
possuem algumas caracteristicas favoraveis, semelhantes e que atuam de alguma forma na

estrutura dos tecidos dentarios, o esmalte e a dentina.

Anélise Microbioldgica

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima — MIC

A atividade antimicrobiana da prépolis € de longe a propriedade biolégica mais
importante e que tem merecido o maior interesse cientifico, considerando o elevado numero de
estudos realizados. Apesar da préopolis apresentar grandes diferencas em sua composi¢do quimica
pelos diferentes tipos de prépolis, todos eles tem atividade antimicrobiana. Esta atividade, parece
estar associada as acOes individuais de substancias presentes na prépolis e ndo na soma dos
componentes antimicrobianos presentes na mesma (KUJUMGIEV et al., 1999).

Estas propriedades fazem deles bons candidatos para aplicacdo terapéutica. Sua agédo
antimicrobiana esta associada a diferentes flavondides, flavonas, acidos fenolico e seus derivados

ésteres.
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A Tabela 5 e Figura 5 mostram os resultados da concentracdo bactericida minima para
0s extratos de propolis. Todas as amostras apresentam efeitos antibacterianos, contra

microrganismos presentes no biofilme dental.
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Figura 5: Foto da analise da concentracdo bactericida minima de amostras de propolis. Placas: (I) Streptococcus
mutans, (1) Staphylococcus aureus. As amostras de prdpolis foram testadas em duplicata: Fileiras (A e B) Prdpolis
de Uniflor; Fileiras (C e D) Propolis de Cambard; Fileiras (E e F) Propolis de Cianorte; Fileiras (G e H) Propolis de
Maringa-UEM. Coluna (1) controle negativo; (2) 1.000 pg/mL; (3) 500 pg/mL; (4) 250 pg/mL; (5) 125 ug/mL; (6)
62,5 png/mL; (7) 31,6 pg/mL; (8) 7,8 pg/mL; (9) 7,8 pg/mL; (10) 3,9ug/mL.

Tabela 5: Concentragdo bactericida minima das amostras de propolis de diferentes localidades

nas cepas de Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.

Prépolis Concentracao Bactericida Minima
(Hg/mL)
Staphylococcus aureus Streptococcus mutans

Uniflor > 1000 250
Cambara 1000 250
Cianorte 500 250
Maringa 1000 250
Paranavai 1000 250
Ilha Grande 1000 250

A concentracdo bactericida minima para o Streptococcus mutans foi de 250 pg/mL, para
todas as amostras de propolis e para o Staphylococcus aureus foi superior a 1.000 pg/mL para a
amostra de prépolis da Uniflor, 1000 pg/mL para as amostras de Cambara, Maringa, Paranavai e
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Ilha Grande, e a amostra de Cianorte apresentou a melhor atividade sobre a cepa de S.aureus,
cuja concentracdo bactericida foi de 500 pg/mL.

Associando os dados da atividade antioxidante, analise cromatografica e analise
microbioldgica, podemos destacar como a melhor amostra de propolis para a aplicacdo no
desenvolvimento de um enxaguante bucal a prépolis de Cianorte, mesmo sabendo que o teor de

umidade ficou acima do permitido.

2.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a propolis verde do Parand tem potencial para
ser usada em solucdo como enxaguante bucal, inibindo a proliferacdo bacteriana, e melhorando o
aspecto do esmalte dentario, sendo benéfico em relacéo aos produtos quimicos ja utilizados, pois
se tratando de um produto natural ndo acarreta prejuizos aos usuarios nem ao meio ambiente,
contribuindo para a melhoria da salde bucal, porém sdo necessarios maiores estudos que
contribuam com a caracterizacdo e padronizacdo deste material, quanto as caracteristicas

desejadas.

2.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIAR et al., Comunicacao pessoal., 2012. Em publicacé&o.

AHN M, KUMAZAWA S, USUI' Y, NAKAMURA J, MATSUKA M, ZHU F, NAKAYAMA T
2007. Antioxidant activity and constituents of propolis collected in various areas of China. Food
Chem 101: 1400-14009.

ALENCAR SM, AGUIAR CL, GUZMAN JP, Park YK 2005. Composicdo quimica de
Baccharis dracunculifolia. Ciéncia Rural 35: 909-915.

ALMEIDA, R.V.D.; CASTRO, R.D.; PEREIRA, M.S.V.; PAULO, M. Q.; SANTQOS, J. P,
PADILHA, W. W. N. Efeito clinico de solucdo anti-séptica a base de propolis em criangas cérie
ativas. Pesq. Bras. Odontoped. Clin. Integr. 2006; (1): 87



49

ANGELO, R. A; SILVA, Y. T.S.; CASTRO, R. D.; ALMEIDA, R. V. D.; PADILHA, W. W. N.
Atuacdo Clinica e Microbiologica da solucéo de prépolis para bochecho em criancas carie ativas.
Arquivos em Odontologia. Vol. 43, n.03, jul/set de 2007.

ARVOUET-GRAND A, VENNAT B, POURRAT A, LEGRET P 1994. Standardization of
propolis extract and identifi cation of principal constituents. J Pharm Belg 49: 462-468.

AYRES DC, MARCUCCI MC, GIORGIO S. 2007. Effects of Brazilian propolis in Leishmania
amazonensis. Mem Inst Oswaldo Cruz 102: 215-220.

BAAKILINI, M. F.; LARA, E. H. G; PANZERI, H. Adicién de prdpolis em formulaciones de
dentifricios. Evaluacion de SUS propriedade y estabilidad. Ver Fola Oral, Sdo Paulo, v.2, n.6,
p.130-133, dez.1996.

BANKOVA V 2005a. Chemical diversity of propolis and the problem of standardization. J
Ethnopharmacol 100:114-117.

BORRELLI F, MAFFI P, PINTO L, IANARO A, RUSSO A, CAPASSO F, IALENTI A 2002.
Phytochemical compounds involved in the anfl ammatory effect of propolis extract. Fitoterapia
73: S53-S63.

BUISCHI, Y. P. Promogéo de saude bucal na clinica odontol6gica. S&o Paulo: Artes Médicas,
2000.

BRASIL 2003. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do RDC n° 132, de 29 de Maio
de 2003. Diéario Oficial da Unido, de 02 de Outubro de 2003. Burdock GA 1998. Review of the
biological properties and Capasso F, Castaldo S 2002. Propolis, an old remedy used in modern
medicine. Fitoterapia 73: S1-6

BRASIL. Ministério da Agricultura. Anexo VI — Regulamento Técnico para Fixacdo de
Identidade e Qualidade de Propolis. Brasilia, DF: Ministério da Agricultura, 2002.Acessado em
12 abril de 2013. Online. Disponivel na Internet
http://www.agricultura.gov.br/das/dipoa/instnorm03_propolis6.htm.

BRASIL 2001. Ministério da Agricultura. Instru¢cdo Normativa n°3 — Anexo VI — Regulamento
técnico para fixacdo de identidade e qualidade de propolis. Diario Oficial da Republica
Federativa do Brasil. Brasilia, 19 Jan. 2001.

CATEF 2005. Camara Técnica de Medicamentos Fitoterapicos. Nota Técnica sobre o Registro
de Produtos Contendo Propolis 2005. Disponivel em < E:\Prépolis\Anvisa - Instituicdo -
Camaras Técnicas - Camara Técnica de Medicamentos Fitoterapicos - CATEF.htm> Acesso em:
10/10/2006.


http://www.agricultura.gov.br/das/dipoa/instnorm03_propolis6.htm

50

CHANG, R., PILO-VELOSO., MORAIS, S.A.L., NASCIMNETO, E.A. (2008). Analysis of
aBrazilian green propolis from Baccharis dracunculifolia by HPLC-APCI-MS and GC-MS.
Revista Brasileira de Farmacognosia, 18: 549-556.

CHOIl YM, Noh DO, CHO SY, SUH HJ, KIM KM, KIM JM 2006. Antioxidant and
antimicrobial activities of propolis from several regions of Korea. LWT 39: 756-761.

CURY, J. A.; ROCHA, E. P.; KOO, H.; FRANCISCO, S. B.; CURY, A. A. D. B. Effect of
saccharin on antibacterial activity of chlorhexidine gel. Braz Dent J, Ribeirdo Preto, v. 11, n.1,
p.29-34, jan./junh. 2000.

DANTAS AP, OLIVIERI BP, GOMES FHM, DE CASTRO SL 2006. Treatment of
Trypanosoma cruzi-infected mice with propolis promotes changes in the immune response. J
Ethnopharmacol 103: 187-193.

DA SILVA JFM, SOUZA MC, MATTA SR, ANDRADE MR, VIDAL FVN 2006. Correlation
analysis between phenolic levels of Brazilian propolis extracts and their antimicrobial and
antioxidant activities. Food Chem 99: 431-435.

DE CARLLI, A. D. Capacidade antibacteriana da prépolis de Apis mellifera associada ao fluoreto
de sodio no controle do biofilme dental [Dissertacdo]. Campo Grande: Faculdade de Odontologia
Prof. Albino Coimbra Filho — Universidade Federal do Mato Grosso do Sul; 2007.

DUARTE, C. A.; KFOURI, L. S. Acdo da propolis sob a forma de bochechos na formacdo da
placa bacteriana e gengivite. RGO, Porto Alegre, v.47, n.2, p.82-84, abr./jun. 1999.

FAROOQUI, T; FAROOQUI, A 2010. Molecular Mechanism Underlying the Therapeutic
Activities of Propolis: A Critical Review. Curr Nutr Food Sci 6: 188-199.

FERREIRA, R. C. V.; VALENTE, P. H. M.; BARBOSA, A. D. Atividade antibacteriana da
prépolis. LECTA USF, Braganca Paulista, v.14, n.2, p. 65-93, jul./dez. 1996.

FUNARI CS, FERRO VO 2006. Analise de Propolis. Ciénc Tecnol Aliment 26: 171-178.

GARCIA, J.; et al. Producdo de prdpolis em colénias de Apis mellifera africanizadas pelas
técnicas convencional de raspagem e coletor de propolis inteligente. Maringa, PR. Anuério
1999/2000. Acessado em 12 de abril de 2013. Online.Disponivel na Internet
http://www.cca.uem.gov/anu4600. htm.



51

GEBARA, E. C. E.; ZARDETTO, C. G. D. C.; MAYER, M. P. A. Estudo in vitro da agéo
antimicrobiana de substancias naturais sobre S. mutans e S. sobrinus. Rev Odontol Univ Sdo
Paulo, SP, v. 10, n. 4, p.251-256, out/dez. 1996.

GIORGIO S, RIBEIRO MCM, AYRES DC 2006. Composi¢cfes medicamentosas a base de
prépolis brasileira tipificada com atividade leshmanicida e método de tratamento. BR/SP PI
0601863-7 A.

GOLD, 0. G; JORDAN, H. V.; VAN HOUTE, J. A selective medium for Streptococcus mutans.
Arch Oral Biol, Oxford, v. 18, n. 11, p. 1357-1364, nov. 1973.

GREGORY SR, PICCOLO N, PICCOLO MT, PICCOLO MS, HEGGERS JP 2002.
Comparison of propolis skin cream to silver sulfadiazine: a naturopathic alternative to antibiotics
in treatment of minor burns. J Alter Complement Med 8: 77-83.

HAYACIBARA MF, KOO H, ROSALEN PL, DUARTE S, FRANCO EM, BROWEN WH,
IKEGAKI M, CURY JA 2005. In vitro and vivo effects of isolated fractions of Brazilian
propolis on caries development. J Ethnopharmacol 101: 110-115.

HU F, HEPBURN HR, LI Y, CHEN M, RADLOFF SE, DAYA S 2005. Effects of ethanol and
water extracts of propolis (bee glue) on acute infl ammatory animal models. J Ethnopharmacol
100: 276-283.

IKENO, K.; IKENO, T.; MIYAZAWA, C. Effects of propolis on dental caries in rats. Caries Res,
Basel, v. 25, n. 5, p. 347-351, 1991.

KADOTA S, BANSKOTA AH, NAGAOKA T, SUMIOKA LY, TEZUCA Y, AWALE S,
MIDORIKAWA K, MATSUSHIGE K 2002. Antioproliferative activity of the Netherlands
propolis and its active principles in cancer cell lines. J Ethnopharmacol 80: 67-73.

KOO, H.; CURY, J. A.; ROSALEN, P. L.; AMBROSANO, G. M.; IKEGAKI, M.; PARK, Y. K.
Effect of a mouthrinse containing selected propolis on 3-day dental plaque accumulation and
polysaccharide formation. Caries Res, Basel, v. 36, n. 6, p. 445-448, Nov./Dec. 2002.

KOO, H.; GOMES, B. P.; ROSALEN, P. L.; AMBROSANO, G. M.; PARK, Y. K.; CURY, J. A.
In vitro antimicrobial activity of propolis and Arnica Montana against oral pathogens. Arch Oral
Biol, Oxford, v. 45, n. 2, p. 141-148, Feb.2000.

KOO, H.; ROSALEN, P. L.; CURY, J. A;; PARK, Y. K.; IKEGAKI, M.; SATTLER, A. Effect de
Apis mellifera propolis from two Brazilian regions on caries development in desalivated rats.
Caries Res, Basel, v. 33, n. 5, p. 393-400, Sep./Oct. 1999.



52

KOO, H.; ROSALEN, P. L.; CURY, J. A;; PARK, Y. K.; BOWEN, W. H. Effects of compounds
found in propolis on Streptococcus mutans growth and on glucosyltransferase activity.
Antimicrob Agents Chemother, Washington, v. 46, n. 5, p. 1302-1309, May. 2002.

KOSALEC, I; SANKOVIC, K; ZOVKO, M; ORSOLIC, N; BAKMAZ, M; KALOGJERA, Z;
PEPELJNJAK, S 2007. Antimicrobial and antioxidant activity of propolis from Croatia and
Brazil: a comparative study. Planta medica 73 (9): 875.

KOSALEC |, PEPELINJAK S, BAKMAZ M, VLADIMIR-KNEZEVIC S 2005. Flavonoid
analysis and antimicrobial activity of commercially available propolis product. Acta Pharm 55:
423-430.

KUJUMGIEV A, TSVETKOVA |, SERKEDJIIEVA Y, BANKOVA V, CHRISTOV R,
POPOV S 1999. Antibacterial, antifungal and antiviral activity of propolis of different
geographic origin. J Ethnopharmacol 64: 235-240

KUMAZAWA, S; HAMASAKA, T; NAKAYAMA, T 2004. Antioxidant activity of propolis of
various geographic origins. Food Chemistry 84 (3): 329-339.

KUMAZAWA, S; NAKAYAMA, T 2001. Polyphenols in propolis and their antioxidant activity.
Honeybee Science 22 (1): 1-8.

LIMA MG 2006. A producdo de propolis no Brasil. S0 Jodo da Boa Vista: Sdo Sebastido
Editora e Gréfica.

LUSTOSA, S. R.; GALINDO, A. B.; NUNES, L. C. C,; RANDAU, K. P.; NETO, P. J. R.
Propolis: atualizagBes sobre a quimica e a farmacologia. Revista Brasileira de Farmacognosia.
Vol 18 (3): 447-454, jul/set de 2008.

MALTZ, M. Carie dental: Fatores relacionados. In: PINTO, V. G. Salde bucal coletiva. Séo
Paulo: Santos, 2000. P. 319-339.

MANI F, DAMASCENO HCR, NOVELLI ELB, MARTINS EAM, SFORCIN JM 2006.
Propolis: Effect of different concentrations, extracts and intake period on seric biochemical
variables. J Ethnopharmacol 105: 95-98

MARCUCCI MC 1996. Propriedades bioldgicas e terapéuticas dos constituintes quimicos da
prépolis. Quim Nova 19: 529-536.



53

MARQUELE FD, OLIVEIRA ARM, BONATO PS, LARA MG, FONSECA MJV 2006.
Propolis extract release evaluation from topical formulations by chemiluminescence and HPLC.
J Pharm Biomed Anal 41: 461-468.

MATSUDA AH, MACHADO LB, MASTRO NL 2002. Thermal analysis applied to irradiated
propolis. Radiat Phys Chem 63:353-355.

MENSOR, L. L.; MENEZES, F. S; LEITAO, G. G.; REIS, A. S.; SANTOS, T.C.;COUBE,C.
S.; LEITAO, S. G. Screening of brazilian plant extracts for antioxidant activity by the use of
DPPH free radical method. Phytotherapy Research, v.15, p.127-130, 2001.

MIGUEL, M G; NUNES, S; DANDLEN, S A; CAVACO, A M; ANTUNES, M D 2010.
Phenols and antioxidant activity of hydro-alcoholic extracts of propolis from Algarve, South of
Portugal. Food and Chemical Toxicology 48 (12): 3418-3423.

MORAES, E.; OTA, C.; FANTINATO, V.; SHIMIZU, M. T. Influéncia da propolis na contagem
de estreptococcus do grupo mutans. In: Reunido Anual da SBPqO, 13, 1996, Sdo Paulo:
Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontoldgica, 1996. p. 111.

MOTA, H. C. N. Avaliacdo clinica da propolis sobre a placa bacteriana e gengivite. 87f.
Dissertacdo (Mestrado em Odontologia Preventiva). Natal: Faculdade de Odontologia da UFRN;
2000.

NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS. Methods for
Dilution Antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically. Approved standard,
7th Edition, CLSI document M7-A7. National Committee for Clinical Laboratory Standards,
Wayne, Pa, USA, 2006.

NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH. Diagnosis and management of dental caries throughout
life. NIH Consensus Statement, 2001; 18: 1-30.

NCCLS. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptility Tests for Bacteria that Grow
Aerobically; Approved Standard — Sixth Edition. NCCLS document M7-A6 {ISBN 1-56238-
486-4}. NCCLS, 940 West Valley Road, suite 1400, Wayne, Pennsylvania 19087-1898 USA,
2003.

ORSOLIC N, KNEZEVIC AH, SVER L, TERZIC S, Basic | 2004. J Ethnopharmacol 94: 307-
315. Immunomodulatory and antimetastatic action of propolis and related polyphenolic
compounds

OZKUL Y, SILICI S, EROGLU E 2004. The anticarcinogenic effect of propolis in human
lymphocytes culture. Phytomedicine 12: 742-747.



54

PANZERI, H.; PEDRAZZI, V.; OGASAWARA, M. S.; ITO, I. Y.; LARA, E. H. G,
GABARRA, F. R. Um dentifricio experimental contendo propolis: avaliacbes fisicas,
microbioldgicas e clinicas. Rev. ABO Nac, S&o Paulo, v. 7, n. 1, p. 26-30, fev./mar. 1999.

PEREIRA AS, SEIXAS FRMS, AQUINO Neto FR 2002. Prépolis: 100 anos de pesquisa e suas
perspectivas futuras. Quim Nova 25: 321-326.

PEREIRA, J. V. Estudos com o extrato da Punica granatum Linn. (roma): efeito antimicrobiano in
vitro e avaliacdo clinica de um dentifricio sobre microorganismos do biofilme dental. 88f. Tese
(Doutorado em Estomatologia), Jodo Pessoa: UFPB/UFBA, 2002.

PETERLINI, C.; ELMADJAN NETO, M.; VALLE, P. D.; ROMERO, S. S. Efeitos adversos da
clorexidina. Rev Odontol Univ Santo Amaro, S&o Paulo, v. 3, n. 1, p. 32-34, jan./jun. 1998.

PRYTZYK E, DANTAS AP, SALOMAO K, PEREIRA AS, BANKOVA VS, DE CASTRO SL,
Aquino Neto FR 2003. Flavonoids and trypanocidal activity of Bulgarian propolis. J
Ethnopharmacol 88: 189-193.

ROCHA L, DOS SANTOS LR, ARCENIO F, CARVALHO ES, LUCIO EMRA, ARAUJO GL,
TEIXEIRA LA, SHARAPIN N 2003. Otimizacgdo do processo de extracdo de prépolis através da
verifi- cacdo da atividade antimicrobiana. Rev Bras Farmacogn 13: 71-74.

SALATINO, A., Fernandes-Silva, C. C., Righi, A. A., Salatino, M. L. F. (2011). Propolis
research and the chemistry of plant products. Natural Product Reports, 28, 925-936.

SANTOS, V. R. Prdpolis: antibiético natural alternativo em Odontologia (revisao de literatura).
Rev CROMG, Belo Horizonte, v. 5, n. 3, p. 192-195, set./dez. 1999.

SCAZZOCCHIO F, D’AURIA FD, ALESSANDRINI D, PANTANELLA F 2005.
Multifactorial aspects of antimicrobial activity of propolis. Microbiol Res 4: 327-333.

SFORCIN JM, FERNANDES JR A, LOPES CAM, BANKOVA V, FUNARI SRC 2000.
Seasonal effect on Brazilian propolis antibacterial activity. J Ethnopharmacol 73: 243-249.

SIMOES CC, ARAUJO DB, ARAUJO RPC 2008. Estudo in vitro e ex vivo da acdo de
diferentes concentracdes de extratos de propolis frente aos microrganismos presentes na saliva de
humanos. Rev Bras Farmacogn 18: 84-89.

STEINBERG, D.; KAINE, G.; GEDALLA, 1. Antibacterial effect of propolis and honey on oral
bacteria. Am J Dentistiry, San Antonio, v. 9, n.6, p. 236-239, Dec. 1996.

STOOKEY, G. K. Caries prevention. J Dent Educ, Washington, v. 62, n.10, p. 803-811, 1998.



55

SY LB, WU Y, CHIANG B, WANG Y, WU W 2006. Propolis extracts exhibit an
immunoregulatory activity in an OVA-sensitized airway infl ammatory animal model. Int
Immunopharmacol 6: 1053-1060.

TAVARES JP, MARTINS IL, VIEIRA AS, LIMA FAV, BEZERA FAF, MORAES MO,
MORAES MEA 2006. Estudo de toxicologia clinica de um fototerapico a base de associa¢des de
plantas, mel e propolis. Rev Bras Farmacogn 16: 350-356.

TWETMAN, S.; GRINDEFJORD, M. Mutans streptococci suppression by chlorhexidine gel in
toddlers. Am J Dentistry, San Antonio, v. 12, n. 2, p. 89-91, Apr. 1999.

UZEL A, SORKUN K, ONCAG O, COGULO D, GENCAY O, SALIH B 2005. Chemical
compositions and antimicrobial activities of four different Anatolian propolis samples. Microbiol
Res 160: 189-195.

VICENTINO ARR, MENEZES FS 2007. Atividade antioxidante de tinturas vegetais, vendidas
em farmécias com manipulacdo e indicadas para diversos tipos de doencas pela metodologia do
DPPH. Rev Bras Farmacogn 17: 384-387.

VINHOLIS, A. H. C. et al. Mecanismo de acao da clorexidina. Rev Periodontia, S&o Paulo, v.5,
n.3, p.281-283, jan./jun. 1996.

VOLPI N, BERGONZINI G 2006. Analysis of flavonoids from propolis by on-line HPLC-
electrospray mass spectrometry. J Pharm Biomed Anal 42: 354-361.

WOISKY, R. G.; GIESBRECHT. M.; SALATINO, A. Atividade antibacteriana de uma
formulacdo preparada a partir de propolis de Apis mellifera. Rev Farm Bioquim Univ Séo Paulo,
SP, v.30, n.1, p. 19-21, jan./jun. 1994.

WOISKY, R. G. do Rio. Métodos de controle quimico de amostras de propolis. Sdo Paulo. 1996.
74 f. Dissertagdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Universidade de S&o Paulo.

ZANELA, N. L. M. et al. Influéncia de bochechos com solugdes de digluconato de clorexidina a
0,2%, fluoreto de sodio a 0,05% pH 3,4 e esteviosideo a 0,1% na inibi¢do da placa dentéria “in
vivo”, em criangas. Rev Fac Odontol Bauru, Bauru, v.5, n. %2, p. 71-78, jan./jun. 1997.

ZANELA, N. L. M.; BIJELLA, M. F. T. B; ROSA, O. P. S. The influence of muothrinses with
antimicrobial solutions on the inhibition of dental plague ando n the levels of mutans streptococci
in children. Pesg Odontol Bras, Sdo Paulo, v.16, n.2, p. 101-106, abr./jun. 2002.



56

ZARATE-PEREIRA, P. Andlise da atividade de bochechos contendo fluoreto de sddio 0,05%;
fluoreto de sdédio 0,2% e propolis 5% acrescida de fluoreto de sodio 0,05% sobre niveis salivares
de estreptococcus do grupo mutans em pacientes cérie-ativos. 74f. Dissertacdo (Mestrado). Séo
Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 1999.

ZARATE-PEREIRA, P. Avaliacdo in situ da acdo de propolis de Apis mellifera no
desenvolvimento da carie dentaria e na formacéo do biofilme dental. 116f. Tese de Doutorado.
Sé&o Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2003.



CAPITULO III

CONCLUSAO
PERSPECTIVAS
REFERENCIAS

57



58

3.1 CONCLUSAO

No presente estudo conclui-se que, a prépolis utilizada pode ser considerada uma
propolis verde através do perfil cromatografico, onde observou-se o Artepilin C como o
componente quimico majoritario.

Através das andlises das micrografias obtidas pela microscopia eletrénica de varredura
0s extratos de prépolis ndo promovem alteracdo na coloracdo e na parede estrutural dos dentes
deciduos e permanentes, sendo possivel utilizar como uma substancia natural para prote¢do dos
mesmos, podendo ser 0 uso da solucdo de extrato de propolis uma alternativa promissora no
tratamento da diminuicdo do risco de adquirir as doencas bucais, como enxaguante bucal.

As amostras dos extratos de propolis estudadas possuem acdo antioxidante muito
pronunciadas.

Ensaios biolégicos da concentracdo bactericida minima mostrou que os extratos de
prépolis estudados apresentam acéo antimicrobiana, podendo ser uma alternativa para utilizacao
de antisséptico bucal, colaborando em programas de prevencdo a salde bucal, porque a Saude
tem um papel relevante na atenc&o integral do individuo, contribuindo para a diminuigao ao risco
das doengas bucais e melhorando a qualidade de vida das pessoas.

As melhores funcbes dos parametros quimicos e biol6gicos, atraves dos resultados

obtidos, estdo representadas pelas amostras de propolis de Cambara e Cianorte.

3.2 PERSPECTIVAS

- Quantificacdo dos compostos quimicos identificados nos extratos de propolis por
LC/MS;

- Estudo comparativo (qualitativo e quantitativo) dos extratos de prépolis por GC/MS e
LC/MS;

- Desenvolvimento de enxaguante bucal a base de prépolis;

- Andlise sensorial da formulacdo do enxaguante bucal a base de propolis;

- Aplicacéo da formulacdo do enxaguante bucal a base de propolis em escolares na
avaliacdo da microbiota oral.
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