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RESUMO

Este estudo avaliou in vitro a agdo de diferentes concentracGes de extratos de préopolis frente
aos microrganismos presentes na saliva de humanos. Para a realizacdo dos ensaios da primeira
fase, adicionou-se a saliva coletada uma solugdo de glicose a 25%, seguindo-se a reserva de
aliquotas para a preparacdo do grupo controle (GC;) e de sete grupos experimentais(GEXxp),
mediante a adi¢do do extrato de prépolis I, Il e I11, e dos antissépticos bucais industrializados
Periogard, Listerine, Malvatricin e Parodontax. Nas experimentacdes da segunda fase, foram
coletadas amostras de saliva em jejum (GC,) e nos tempos de zero, uma, duas e trés horas
apo6s o enxagle individual de um minuto com os extratos de proépolis I, 1l e Ill, a que se
seguiu a adicdo de glicose a 25%. Nas duas fases, a partir de aliquotas das misturas, foi
determinado, pelo método de glicose-oxidase, 0 consumo de glicose pelos microrganismos
nos tempos de 0, 24 e 48 horas de incubacdo a 37°C. Constataram-se diferencas
estatisticamente significativas no consumo de glicose ao serem comparadas as médias dos
grupos controles ap0os 24 e 48 horas tanto na primeira quanto na segunda fase. Entre 0s grupos
experimentais da fase 1, ndo foram comprovadas diferencas significativas, concluindo-se que
0s extratos de propolis I, 11 e 111 tiveram a mesma acgao antimicrobiana, assim como revelaram
efeito farmacoldgico similar, quando comparados aos antissépticos industrializados testados.
Na fase 2, o extrato de propolis | revelou eficacia antimicrobiana mais prolongada do que a
observada nos grupos em que o enxagle foi realizado com extrato de prépolis a 11 e IlI,
evidenciando que a elevacdo da concentracdo provavelmente ndo ocasionou um aumento da
potencialidade e da substantividade das solugdes de prépolis, tendo sido o tipo de principio
ativo antimicrobiano presente na sua composicao a variavel responsavel pelo prolongamento
desta acdo terapéutica. Assim sendo, o extrato de prépolis a I, em que estdo presentes
compostos apolares, teve uma acao antimicrobiana mais prolongada do que os extratos de
propolis a Il e 111, que possuem em sua composicdo flavonoides e éster fenetilico do acido
caféico.

Palavras-chave: Propolis. Abelha. Saliva. Microrganismos. Metabolismo.



ABSTRACT

This study evaluated in vitro the action of propolis extracts in different concentrations,
in comparison with the effectiveness of oral antiseptics, against microorganisms present in
human saliva. For the accomplishment of the rehearsals of the first phase, glucose 25%
solution was added to saliva, then individual samples were collected to prepare a control
group (CG;) and experimental groups(GExp), with addition of propolis extracts in I, 1l and
I11, and extracts of Periogard, Listerine, Malvatricin e Parodontax. In the experimentations of
the second phase, samples of saliva in fast (CG;) and after mouthrinses with extracts of
propolis I, 11 and 111 were collected and later glucose solution was added. In both phases of the
experiments, successive samples of the mixtures were collected and glucose consumption by
microorganisms present in human saliva was determined by the glucose oxidase method in O,
24 and 48 h of incubation preserved at 37°C. The values obtained in control group proved that
there was consumption of glucose by microorganisms after 24 and 48 h of incubation in both
phases of the study. However, in the first phase, among experimental groups no significant
differences have been observed. We conclude that the propolis I, 11 and Il solutions showed
the same antimicrobial action, in the first phase, and similar pharmacological effect when
compared to the industrialized oral antiseptics tested. It was verified that second phase
experiments propolis extract | demonstrated a longer lasting antimicrobial activity than groups
submitted to mouthrinses using propolis extracts 1l and Ill, inferring that a higher
concentration probably did not promote a higher potentiality and substantivity of propolis
solutions. On the other hand, the antimicrobial active principle present in its composition was
the variable responsible for a longer therapeutic action. Propolis extracts I which contain
apolar compounds showed a longer lasting antimicrobial activity than propolis extracts Il and
I11 composed by flavonoids and CAPE.

Keywords: Propolis. Bee. Saliva. Microorganisms. Metabolism.
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A cavidade bucal é um sistema de crescimento aberto em que se aloja uma
elevada variedade de microrganismos que sdo, repetidamente, introduzidos e removidos desse
sistema. Trata-se de um ambiente orgénico onde somente se estabelecem microrganismos que
possuem a capacidade de aderéncia as superficies dos seus constituintes anatomofisiol6gicos
(NEVES, 2002).

A compatibilidade entre a coexisténcia dessa populagdo microbiana e a saude
individual dos seres humanos decorre do desenvolvimento de mecanismos imunoldgicos
desde o nascimento e dos processos de adaptacdo e readaptacdo continuos que estabelecem
vinculos biologicos entre o organismo do homem e 0s microrganismos que nele costumam se
abrigar. Tal vinculo garante a condicdo saprofita desses microrganismos, em equilibrio
ecoldgico, caracterizando situagdes de simbiose e antibiose (NEVES, 2002).

Uma variedade de mecanismos de protecdo age intra-oralmente como o epitélio
que atua como barreira fisica, sendo que sua renovacao celular contribui para a defesa do
organismo. Além disso, a mucosa oral € constantemente lubrificada pela saliva, que, alem de
possuir funcdo diluente e enxaguatoria, contém fatores antimicrobianos, dentre os quais a
lisozima, a lactoferrina e a lactoperoxidase, resultando numa barreira de protecdo contra 0s
microrganismos (CHALLACOMBE, 1994).

Entretanto determinados fatores associados a uma dieta rica e freqlente em
sacarose podem causar o desequilibrio dessa comunidade, de modo a favorecer o crescimento
e 0 estabelecimento de bactérias odontopatogénicas responsaveis pelas principais infeccdes da
cavidade oral, comprometendo, assim, a integridade dos tecidos que as abrigam.

O interesse do homem pela acdo benéfica que pode decorrer do uso de produtos
naturais tem crescido e encontrado significativa aceitacdo popular. Dentre eles, a propolis tem
se destacado gracas a sua aplicabilidade na industria de alimentos e de cosméticos, utilizada

como principio ativo em dentifricios, extratos e cremes dermatolégicos, por exemplo, o que se
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deve as diversas propriedades terapéuticas que Ihe sdo atribuidas, tais como as propriedades
antimicrobiana, antiinflamatéria, antioxidante, antitumoral e, até mesmo, anticariogénica
(IKENO et al.,, 1991; PARK, et al., 1998).

A propolis € uma resina de coloragdo e consisténcia variada, coletada, por abelhas
de diversas espécies, de algumas partes de plantas como brotos, botdes florais e exsudatos
resinosos, enriquecida com secrecdes salivares desses insetos, freqlientemente comercializada
sob a forma de sprays, unglentos, capsulas, lo¢cdes capilares e dentifricios (BURDOCK,
1998). Apesar da existéncia de antissépticos eficazes no combate aos patogénicos bucais, a
propolis surge como uma alternativa natural, com propriedades antimicrobianas e principios
ativos biocompativeis com o organismo humano, pois sua diversidade molecular parece estar
em harmonia com o metabolismo dos mamiferos, o que reduz, sobremaneira, possiveis
agressoes teciduais, desde que se leve em consideracdo o bindmio concentracdo/dosagem
correta.

A prépolis é considerada uma das misturas mais heterogéneas encontradas em
fontes naturais. A complexidade de sua composi¢cdo, em termos quimicos, foi revelada pela
técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Mais de 300
constituintes ja foram identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras de propolis
(MARCUCCI, 1995).

Os principais constituintes da propolis sdo os compostos fenolicos, caracterizados
pela presenca de pelo menos um grupo hidroxila ligado diretamente a um anel aromatico.
Essas substancias estdo representadas pelas agliconas de flavondides, acidos fendlicos e
ésteres bioativos contra varios microrganismos patogénicos (BANSKOTA et al.,, 1998;
BURDOCK, 1998). Além dos compostos fendlicos, a propolis proveniente da Mata Atlantica
vem se destacando como agente antimicrobiano em razdo da presenca de compostos apolares

ainda pouco estudados, conforme os registros de Duarte e colaboradores (2003).
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A presenca desses compostos fendlicos, principalmente os flavondides, explica,
em parte, a importante diversidade de propriedades terapéuticas relatadas por varios
pesquisadores. A possivel aplicacdo médica e odontoldgica da propolis aumentou o interesse
por sua composicdo quimica e sua origem (BANSKOTA et al., 2000). Porém essa
caracteristica de panacéia compromete sua aceitacdo, visto que os profissionais de salde em
geral tendem a pdr em davida sua eficacia, exatamente por lhe serem atribuidas dezenas de
atividades biolégicas (PEREIRA, SEIXAS, AQUINO NETO, 2002).

O presente estudo busca avaliar in vitro a acdo antimicrobiana de diferentes
extratos de propolis frente aos microrganismos presentes na saliva humana, com a finalidade
de se verificar a agdo terapéutica desse produto natural comercializado em varias
concentragdes acima de 11%, tido como sem contra-indicacdes, exceto para os individuos

com alta sensibilidade imunoldgica a produtos apicolas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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21 ABELHAS

As abelhas sdo descendentes das vespas que deixaram de se alimentar de
pequenos insetos e aranhas para consumirem o pélen das flores, processo evolutivo durante o
qual surgiram vérias espécies. Hoje se conhecem mais de 20 mil espécies de abelhas, mas
acredita-se que existam ainda 40 mil espécies ndo-descobertas (PEREIRA et al., 2003).

Estes insetos pertencem a Ordem dos hymenoptera e Superfamilia Apoidea, compostas
por varias familias, entre as quais destaca-se a familia Apidae, sub-familia Apinae, Tribo
Apini, com espécies altamente sociais distribuidas nas Sub-tribos Apina e Meliponina. Em
Apina ¢é encontrada a espécie Apis mellifera L., 1758, amplamente criada para producéo de
mel, pdlen, geléia real, apitoxininas e propolis em todo o mundo, enquanto que em
Meliponina encontram-se as abelhas sociais sem ferrdo, com diversos géneros e especies

(SILVEIRA et al., 2002).

O habitat das abelhas A. mellifera e bastante diversificado e inclui florestas
tropicais, savanas, regies montanhosas e litoraneas. A grande variedade de vegetacdo e de
clima acabou originando diversas subespécies ou racas de abelhas com diferentes
caracteristicas e adaptadas as diversas condi¢cdes ambientais (PEREIRA et al., 2003).

As abelhas sociais sem ferrdo da Sub-tribo Meliponina sdo criadas principalmente
para producdo de mel nas regifes Norte e Nordeste do Brasil e sdo consideradas as principais
responsaveis pela polinizacdo das arvores nas florestas tropicais. Embora em menor producéo,
essas abelhas produzem a geoprépolis (mistura de prépolis e barro) que é utilizada pelas
comunidades rurais nessas regibes para diferentes fins (KERR; CARVALHO;

NASCIMENTO, 1996; CARVALHO et al., 2003).
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A introdugdo da espécie A. mellifera no Brasil é atribuida aos jesuitas que, no
século XVIII, estabeleceram suas missdes nos territorios que hoje fazem fronteira entre o
Brasil e o Uruguai, no noroeste do Rio Grande do Sul. Essas abelhas provavelmente se
espalharam pelas matas quando os jesuitas foram expulsos da regido. Em 1839, o padre
Antonio Carneiro Aureliano importou colméias de Portugal e instalou-as no Rio de Janeiro;
em 1841, j& havia mais de 200 colméias instaladas na Quinta Imperial. Em 1845,
colonizadores trouxeram abelhas da Alemanha (A. mellifera mellifera) e iniciaram a
apicultura nos estados do Sul. Entre 1870 e 1880, Frederico Hanemann trouxe abelhas
italianas para o Rio Grande do Sul. Em 1895, o padre Amaro van Emelen
trouxe abelhas da Italia (A. mellifera ligustica) para Pernambuco (ABELHAS, [20067b]).

Em virtude da introducdo de abelhas africanas por um cientista brasileiro, em
1956, com vistas ao melhoramento genético para a producdo de mel, ocorreu um escape
acidental de abelhas rainhas, o que ocasionou o processo de africanizacdo das abelhas
presentes no Brasil, resultando numa rapida e ampla substituicdo das abelhas européias pelas
africanas. Hoje, as abelhas encontradas no Brasil sdo hibridas das abelhas europeéias (A.
mellifera mellifera, A. mellifera ligustica, A. mellifera caucasica e A. mellifera carnica) com
abelhas africanas A. mellifera scutellata. Atualmente, ha uma predominancia, no Sul do pais,
de abelhas com caracteristicas européias, enquanto no Norte predominam as abelhas com
caracteristicas africanas (PEREIRA et al., 2003).

A grande maioria das abelhas ndo vive em colénias com rainha e operarias, pois
sdo abelhas solitarias. Cada fémea, individualmente, constrdi e cuida do seu proprio ninho em
ocos de arvores ou embaixo da terra. Ja as abelhas sociais vivem juntas em grandes coldnias

de individuos, e seus ninhos séo as colméias (SANTOS, 2002).
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A colméia da A. mellifera é um sistema de extraordinaria organizacdo e chega a
ser formada por cerca de 80.000 abelhas, constituida por uma Unica rainha, dezenas de
zang0es e milhares de operarias (A VIDA..., [20067]).

A rainha é a personagem central e a mais importante, por ser responsavel pela
manuten¢do da harmonia dos trabalhos da colméia, bem como pela reproducdo da espécie. A
rainha é quase duas vezes maior do que as operérias, e sua Unica funcdo, do ponto de vista
bioldgico, é a postura de ovos, uma vez que € a Unica abelha feminina com capacidade de
reproducdo. O zangdo é o macho da colméia, ndo possui ferrdo e, por ndo possuir érgdos de
trabalho, seu principal e unico papel é fecundar a abelha rainha. J4 a operéria € responsavel
por todo o trabalho realizado no interior da colméia. Sdo as abelhas operérias que se
encarregam da higiene da colméia, garantem o alimento e a 4gua de que a coldnia necessita,
coletando pélen e néctar, produzem a cera com a qual constroem os favos e cuidam da defesa
da familia. Além dessas atividades, as operarias ainda mantém uma temperatura estavel, entre
33°C e 36°C no interior da colméia, produzem e estocam o mel que assegura a alimentacao da
coldnia, aquecem as larvas (crias) com o proprio corpo em dias frios e produzem a propolis

(PEREIRA et al., 2003; A VIDA..., [20067]).

2.2 PROPOLIS

Propolis é uma palavra grega que resulta da combinacdo dos elementos pro-
(‘defesa’) e polis (‘cidade’). Este produto, além de proteger a colméia de insetos invasores e
microrganismos — no interior da colméia podem ser encontrados insetos em perfeito estado
de conservacdo, envolvidos em prépolis, gracas a sua acao antimicrobiana —, é também
empregado no reparo de frestas e danos a colméia e no preparo de locais assépticos para a

postura da rainha (MARCUCCI, 1996).
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A propolis é oriunda de substancias resinosas, gomosas e balsdmicas, coletadas
pelas abelhas em brotos, flores e exsudatos de plantas, as quais sdo acrescentadas enzimas
salivares, principalmente a glicosidase, responsavel pela hidrélise dos flavonoides
glicosilados em agliconas (MOREIRA, 1986; PARK, et al., 1997; TORRES et al., 2000).

Conhecem-se duas teorias sobre a procedéncia da prépolis elaborada pelas
abelhas. Uma delas é a Teoria da Origem Interna ou Enddgena, apresentada em 1907 pelos
cientistas alemdes Kustenmacher, Philip, Weck e outros, que defendem a idéia de que a
prépolis € um produto da digestdo do pélen pelas abelhas, ja que, em sua analise, sdo
encontrados balsamos e dleos de membranas de polen. Essa teoria € a menos aceita, pois na
composicao da propolis deveriam estar presentes substancias nitrogenadas, agucares e lipidios
encontrados no polen. Além disso, os flavondides encontrados estdo em forma livre
(agliconas) e ndo sob a forma de glicosideos, como s@o geralmente encontrados nos vegetais,
comprovando, assim, o efeito das enzimas salivares das abelhas sobre os glicosideos das
plantas. A outra é a Teoria da Origem Externa ou Exdgena, apresentada por Rosch, Evenus,
Berlepsch e outros, segundo a qual as abelhas retiram a resina da casca de certos vegetais
como as gimnospermas (coniferas, pinheiros, araucérias) ou de brotos e gemas de
angiospermas (abacateiro, ameixeira, eucalipto, vassoura e outras) e, através do acido 10-
hidroxidocenoico e de enzimas presentes nas suas secre¢cées mandibulares, acrescentam pélen
e cera, que, compactados, formam uma pasta resinosa. Essa teoria € a mais aceita, pois ja se
observou que, em lugares onde ha muito pdlen e poucas arvores, as abelhas praticamente ndo

produzem prépolis (VERISSIMO, 1991).
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2.2.1 Propolis brasileira

Em paises de clima temperado da Europa e América do Norte, a origem botanica
da prépolis é pouco variada. O choupo, do género Populus L., da familia das salicaceas é a
sua principal fonte. Esta espécie vegetal ainda pode ser encontrada na Asia e no norte da
Africa. Ela nfo é natural dos trépicos (PARK, et al., 2000).

No Brasil, existem diversas espécies vegetais que se prestam a retirada da resina.
Embora poucas tenham sido as espécies identificadas até agora, sabe-se que 0 assa-peixe, a
aroeira, o alecrim e o eucalipto sdo alguns exemplos de vegetais em que as abelhas buscam a
matéria-prima para a producdo de propolis. Os efeitos terapéuticos da propolis tém sido
atribuidos aos diversos compostos fendlicos nela presentes, que estdo largamente distribuidos
no reino vegetal (MOURA, 2000).

Se, na propolis européia, os flavondides predominam entre as substancias
fendlicas, pesquisas recentes sugerem que, na préopolis brasileira, os acidos fenolicos sdo bem
mais abundantes do que os flavonoides. Essa particularidade € um dos fatores responsaveis
pela enorme preferéncia do mercado internacional pela propolis brasileira. Embora a
concentracdo de flavondides na propolis brasileira seja relativamente pequena, é possivel
quantifica-los e utilizar os valores obtidos como parametro para o controle da qualidade
quimica (MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, [20037]).

Anteriormente, a prépolis era classificada pela regido em que era coletada.
Constatou-se, porém, que propolis de um mesmo tipo, ou seja, com caracteristicas quimicas
semelhantes, estariam presentes em locais diferentes. Diante a biodiversidade da vegetacdo
brasileira, Park e colaboradores (2000) coletaram ao todo 500 amostras de diferentes regides
do Brasil. Apds o processamento e a analise dessas amostras quanto a aparéncia, coloracao

dos extratos, cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa para detectar os tipos de
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flavonoides presentes e outros compostos quimicos, foi possivel identificar e classificar 12
grupos distintos de propolis, de acordo com suas caracteristicas quimicas, cinco grupos
encontradas na regido Sul, seis grupos na regido Nordeste e um grupo na regido Sudeste
(QUADRO 1). Este resultado sugere que existe uma maior diversidade de propolis nas
regibes Sul e Nordeste do Brasil, na mesma propor¢cdo em que varia a vegetacdo dessas
regides. Neste estudo, também foram observados outros tipos de prépolis que apareceram
com menor freqliéncia, coletadas em ambientes com vegetacdo muito particular, mas que nao

apresentaram propriedades bioldgicas, ndo tendo sido incluidos na referida classificagéo.

Grupos Cor SSOTB\SIEE?Q((;(I;)S) Origem
Grupo 1 amarelo 63,0 Rio Grande do Sul
Grupo 2 castanho claro 57,5 Rio Grande do Sul
Grupo 3 castanho escuro 65,0 Parana
Grupo 4 castanho claro 54,5 Parana
Grupo 5 marrom esverdeado 58,7 Parana
Grupo 6 marrom avermelhado 459 Bahia
Grupo 7 marrom esverdeado 43,8 Bahia
Grupo 8 castanho escuro 41,3 Pernambuco
Grupo 9 amarelo 46,7 Pernambuco
Grupo 10 amarelo escuro 24,1 Ceara
Grupo 11 amarelo 23,1 Piaui
Grupo 12 verde ou marrom esverdeado 61,0 Sao Paulo

Quadro 1 - Classificacdo das prdpolis brasileiras
Fonte: PARK, et al., 2000.
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Moura (2000) avaliou os aspectos fisico-quimicos e bioldgicos das propolis
produzidas pelas abelhas da espécie A. mellifera no Nordeste do Brasil. Analisando a prépolis
da Mata Atlantica da Bahia (grupo 6), observou que possui compostos de caracteristicas mais
apolares, com perfil cromatografico ndo encontrado em nenhuma prépolis brasileira estudada
até o momento.

Alencar (2002) também investigou quimicamente a prépolis da regido da Mata
Atlantica da Bahia (grupo 6) e folhas de Hyptis divaricata, mencionada pela sua fonte
boténica, mediante o uso das técnicas de cromatografia em camada delgada de alta eficacia
fase reversa e cromatografia liquida de alta eficiéncia fase reversa. Concluiu que a
composicdo dos compostos fenodlicos encontrados nesse tipo de propolis possibilitou uma
clara diferenciag@o dos outros grupos de propolis encontrados no Brasil. Além disso, a origem

boténica desse tipo de propolis mostrou ser a espécie vegetal H. divaricata.

2.2.2 Caracteristicas organolépticas

A proépolis € uma substancia rigida, quebradica quando fria, que se torna ddctil e
maleavel quando aquecida. A depender da vegetacdo presente no local de extracdo pelas
abelhas operarias, do tipo e do tempo de coleta, sua coloracdo pode ter tonalidades que variam
entre marrom escuro, marrom avermelhado ou esverdeado. Possui ponto de fusdo variavel
entre 60°C e 70°C, podendo atingir, em alguns casos, até 100°C (MARCUCCI, 1996).
Aquecida em banho-maria, a prépolis divide-se em duas partes bem distintas: uma viscosa,
que se acumula e precipita no fundo do recipiente, e outra liquida (cera de prépolis), que
sobrenada e tem numerosas aplicacdes apicolas. A propolis é insoldvel em agua fria, mas

parcialmente sollvel por outros processos como, por exemplo, os de ebulicdo a refluxo. Ela é
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em parte solivel em acetona, alcool, amoniaco, benzina, cloroférmio e outros solventes
organicos apolares (MARQUES, 1989).

O sabor da propolis é geralmente acre e, as vezes, amargo. O aroma tem tons
balsdmicos agradaveis, algumas vezes adocicados a semelhanca do mel, cera e outros
produtos com odor e sabor de canela, baunilha etc. (DEBUYSER, 1983; MARQUES, 1989).
Sua fragrancia caracteristica deve-se principalmente a presenca de 0leos essenciais, cujos
tipos até hoje determinados somam cerca de 30. Destes, 0 acetato de linalina, o acetato de
benzila e o acetil benzdico sdo Oleos essenciais presentes no jasmim e na lavanda

(MITAMURA et al., 1996).

2.2.3 Coleta, armazenagem, comércio, patentes e falsificacéo

Quando as abelhas sdo criadas em caixas de madeira, a coleta tradicional de
propolis é feita raspando-se as partes da colméia, 0 que acarreta a adicdo de madeira e, as
vezes, de tinta e pregos ao produto. Quando sdo utilizadas telas de plastico, sdo colocadas em
freezer, a fim de que, com consisténcia mais dura, a prépolis possa ser retirada mais
facilmente (PAMPLONA, 1997).

Para ser armazenada, a propolis necessita ser limpa e selecionada, tarefa de
extrema importancia, uma vez que abelhas poderdo se decompor com o decorrer do tempo, e
pregos e tintas poderdo contaminar o produto com metais pesados (PAMPLONA, 1997).

A propolis brasileira é considerada a de melhor qualidade, ndo contém
agrotoxicos ou medicamentos e, mesmo com pre¢o elevado, tem maior procura do que suas
concorrentes oriundas da China, Australia, Nova Zelandia e de alguns paises da Africa, ou

ainda da Rdssia, Ucrania, Argentina e do Uruguai. Com o aumento da procura de propolis,
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alguns produtores comecgaram a falsifica-la, colocando grdos de milho ou pedrinhas para as
abelhas cobrirem com resina (TEIXEIRA et al., 2005).

O mercado brasileiro de produtos apicolas esta avaliado atualmente em US$ 360
milhdes anuais. As pesquisas demonstram um potencial de curto prazo para acima de US$ 1
bilhdo anual (O MERCADO, 2005). Estudos sobre a producdo apicola no Brasil mostram
dados contraditérios quanto ao nimero de apicultores e colméias, producédo e produtividade.
Quanto aos apicultores, as pesquisas apontam 0s extremos entre 26.315 e 300.000; esses
produtores, juntos, possuem entre 1.315.790 e 2.500.000 colméias e um faturamento anual
entre R$84.740.000,00 e R$506.250.000,00 (PEREIRA et al., 2003).

Uma verdadeira “febre” de patentes de propolis vem sendo observada. Desde a
primeira patente (romena), em 1965, até 1999, ja foram depositadas cerca de 240 patentes.
Até o final da década de 80, essas patentes eram dominadas pela antiga URSS e seus paises
satélites, principalmente a Roménia. Hoje, 43% de todas as patentes depositadas séo
japonesas, a primeira delas tendo surgido somente em 1987 (sobre o uso de propolis no
controle de odores). Em relagdo ao Brasil, a primeira patente, para 0 uso em tratamento
odontoldgico na prevencdo de caries e gengivites, data somente de 1995, e o pais possuia, até

1999, somente trés patentes (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002).

2.2.4 Normas e qualidade

Em funcdo de manter a utilizacdo de alcool de qualidade para producdo de
extratos de propolis e a higiene e qualidade dos frascos dos produtos, foi criada, em janeiro de

1996, a Associacao Brasileira de Propolis (ABP), que vem se encarregando da divulgacdo da
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prépolis nos mercados interno e externo e do estabelecimento de normas e padrbes que
assegurem a qualidade do produto (PAMPLONA, 1997).

Em 1995 e 1996, foram organizadas, pela Confederacdo Brasileira de Apicultura,
duas reunides para estabelecer normas de qualidade para a propolis
in natura e para a tintura, pois, sendo a prépolis um produto de origem animal, tem sido
submetida as regras do Ministério da Agricultura (TEIXEIRA et al., 2005).

O Ministério da Agricultura regulamentou a identificacdo e a qualidade do extrato
de propolis, produto proveniente da extracdo dos componentes sollveis da prépolis em alcool
neutro (grau alimenticio), solucdo hidroalcodlica ou agua por processo tecnolégico adequado.
Para que o extrato de propolis possa ser comercializado, é necessario que abranja os seguintes
requisitos fisico-quimicos: minimo de 11% de extrato seco de prépolis, maximo de 1% de
extrato seco de cera; minimo de 0,25% de compostos flavondides com provas qualitativas
com picos caracteristicos de flavonoides entre 200 e 400 nm no espectro de absorcéo de
radiacdes ultravioleta e visivel; minimo de 0,50% de compostos fenolicos, teor alcodlico de

no maximo 70°GL, maximo de metanol de 0,40 mg/l (ADELMANN, 2005).

2.2.5 Composicdo quimica

A prépolis consiste basicamente de resinas e balsamos aromaticos (50%), cera
(25% a 35%), Oleos essenciais (10%), grdos de polen (5%), além de minerais, vitaminas e
compostos fendlicos e é considerada um dos produtos naturais de maior variedade em sua
composicdo: mais de 300 constituintes ja foram identificados e/ou caracterizados em

diferentes amostras (MARCUCCI, 1995).
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Em termos farmacologicos, sua principal classe de constituintes é a dos
compostos fendlicos, principalmente flavondides e acidos fendlicos. Na propolis européia, 0s
flavonoides (20% a 25%) predominam entre as substancias fendlicas, ao passo que pesquisas
recentes sugerem que, na propolis brasileira, os acidos fendlicos sdo bem mais abundantes do
que os flavonodides (MARCUCCI et al., 2001).

As propriedades bioldgicas da prépolis estdo diretamente relacionadas com a sua
composicao quimica. Este é o principal obstaculo para o uso da prépolis em fitoterapia, tendo
em vista que a sua composi¢do varia com a vegetacdo da regido, época da coleta, técnica
empregada, assim como com a espécie de abelha e o grau de africanizacdo da A. mellifera no
Brasil, fatores esses importantes para definir suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas
(PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002).

Na Europa, a propolis apresenta uma menor variagdo em sua COmMpOSIcao,
caracteristica observada em regifes de zonas temperadas, e possui como fonte boténica
exsudato de brotos de espécies de Populus e seus hibridos, rico em flavondides (BANKOVA
et al, 1995; TORRES et al., 2000). Ja na propolis brasileira, constatam-se baixas
concentracdes de flavondides e ésteres de acidos fenolicos, e altas concentracGes de acido
dihidroxicindmico, acetofenonas e alguns terpendides especificos. No Brasil, ainda ndo foi
possivel identificar as diversas espécies de plantas visitadas pelas abelhas para retirada de
resina, mas o alecrim do campo ou vassourinha (Baccharis dracunculifolia), o pinheiro (Pirus
sp.), a aroeira (Schinus terebenthifolius) e o eucalipto (Eucalyptus sp.) sdo alguns exemplos
(PAMPLONA, 1997; ABELHAS, [20067a]), porém, os tipos de compostos aromaticos e
terpendides encontrados na prépolis tém uma importancia biolégica que permite a
determinacdo das espécies vegetais visitadas pelas abelhas (MARCUCCI, 1996).

Varios grupos quimicos sdo encontrados na composicao heterogénea das propolis:
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a) &lcool (alcool cindmica, gliceral, hidroquinona, isobuteno, feniletil alcool,
alcool prenilico);

b) aldeido (benzaldeido, aldeido calpréico, p-hidroxi benzaldeido, isovanilina,
protocatechualdeido, vanilina);

c) acidos e ésteres alifaticos (acido acético, &cido angélico, acido butirico, &cido
crotbnico, acido funarico, acido isobutirico, acido metilbutirico, acetato de isobutila, acetato
de isopentila);

d) aminoéacidos (alanina, &cido aminobutirico, arginina, asparagina, acido
aspartico, cistina, cisteina, acido glutamico, histidina, hidroxipolina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, ornitina, fenilalanina, prolina, &cido piroglutdmico, sarcosina, serina,
treonina, triptofano, tirosina e valina);

e) acidos aromaticos (acido p-anisico, &cido benzdico, acido caféico, acido
cindmico, acido cunamico, acido 3-4-dimetoxicinamico, acido
feralico, acido galico, acido gentisico, acido hidrocindmico, acido
p-hidroxibenzdico, acido isoferulico, acido 4-metoxicinamico, acido protocatechuico, acido
salicilico, &cido vanilico, acido veratrico);

f) ésteres aromaticos (acetato de benzila, benzoato de benzila, cafeato de benzila,
cumarato de benzila, 3,4-dimetoxicinamato de benzila, cafeato de butenila, cafeato de butila,
benzoato de cinamila, cafeato de cinamila, cumarato de cinamila, isoferulato de cinamila,
benzoato de etila, cafeato de etila, benzoato de metila, 2-metil-2-butenil cafeato, 2-metil-
3butenil cafeato, 3metil-3-butenil cumarato, 2-metil-2-butenil ferulato, 3-metil-3-butenil
ferulato, 2-metil-2-butenil isoferulato, 3-metil-3-butenil isoferulato, salicilato de metila,
feniletil cafeato, feniletil cumarato, feniletil isoferulato, cafeato de pentila, cafeato de
pentenila, ferulato de pentenila, cafeato de prenila, cumarato de prenila, ferulato de prenila,

isoferulato de prenila);
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g) chalconas e dihydrochalconas (alpenetrin chalcona, naringenin chalcona,
pinobansin chalcona, pinobanksin 3-acetato chalcona, pinocembrim chalcona, sakuranetin
chalcona, 2°, 6, a-trihidroxi-4’-methoxi chalcona, 2’ 6, dihidroxi-4’-metoxidihidro chalcona,
2’, 4°, 6’-trihidroxidihidro chalcona);

h) flavanonas (naringenin, pinobanksin,-3-acetato, pinobanksin-3-butirato,
pinobansin-3-hexanoato, pinobanksin-3-metil. éter, pinobanksin-3-pentanoato, pinobanksin-3-
propanoato, pinocembrina, pinostrobina, 3,7-dihidroxi-5-metoxiflavona, 2,5-dihidroxi-7-
metoxiflavona);

i) flavonas e flavondis (acacetina, apigenina, 7-metil-éter apigenina, crisina,
fisetina, galangina, 3-metil-éter galangina, izalpinina, isoraminetina, canferideo, canferol, 3-
metil-éter canferol, 7-metil-éter canferol, 7-4’-dimetil eter canferol, pectolinarigenina,
quercertina, 3,7-dimetil  éter quercetina, raminetina, raminocitrina, tectocrisina,
hidrocarbonetos, heneicosano, hentriacontano, heptacosano, hexacosano, ésteres nonacosano,
pentacosano, tricosano, tripentacontano, compostos tritriacontano, dotriacontilhexadecanoato,
dotriacontil-Z-hidroxilados e octadeca-9-enoato, hexacosilhexadecanoato, hexacosil-Z-
carbonilicos octadeca-9-enoato, octacosilhexadecanoato, octacosil-Z-octadeca-9-enoato,
tetratriacontil-hexadecanoato, tetratriacontil-Z-octadeca-9-enoato, tricontil-hexadecanoato,
triacontil-Z-octadeca-9-enoato);

J) &cidos graxos (&cido araquidico, acido behénico, acido cerotico, acido laurico,
acido linoléico, acido lignocérico, acido montanico, acido miristico, acido oléico, acido
palmitico, acido estearico);

I) cetonas (acetofenona, p-acetofenolacetofenona, dihidroxi-acetofenona,

metilacetofenona, hept-5-em-2-ona, 6-metilcetona);
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m) terpendides e outros compostos (alfa-acetoxibetulenol, beta-bisabolol, 1,8
cineola, alfa-copaeno, cimeno, limoneno, pterostilbeno, stireno, naftaleno, 4-hexanolactano,
alcool sesquiterpénico, sesquiterpeno diol);

n) esterdides (acetatos de estigmasterol e calinasterol);

0) acUcares (d-ribofuranose, d-frutose, d-glucitol, d-glucose, talose, sacarose
exilitol, xilose, galactose, manose, acido galacturdnico, lactose, maltose, melibiose, eritritol,
inositol);

p) lignanas (sesamina, aschantina, sesartenina, dihidrobenzofuran);

q) vitaminas (A, B1, B2, B6, C e E);

r) minerais (sédio, potéssio, magnesio, bario, estréncio, cadmio, chumbo, cobre,
manganés, ferro, calcio, vanadio, silicio, aluminio, niquel, zinco, cromo, titanio, prata,

molibdénio, cobalto).

2.2.5.1 Compostos fenolicos

A principal classe de constituintes da propolis que possui acdo farmacologica é a
dos compostos fenolicos. Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacgéo, identificacao,
quantificacdo e utilizacdo dos compostos fendlicos, enfrentando muitos problemas
metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de substancias (fendis simples,
acidos fenolicos, cumarinas, flavondides, taninos e ligninas), eles sdo, na maioria das vezes,
de grande polaridade, muito reativos e suscetiveis a acdo de enzimas (KING; YOUNG, 1999).

Estruturalmente, os compostos fendlicos possuem em comum um anel aromatico
rodeado por um ou mais grupos hidroxila (FIGURA 1). A maioria € solivel em &gua e ocorre

sob a forma de glicosideos (COMPOSTOS FENOLICOS, [20067]).
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OH

Figura 1 - Estrutura do composto fendlico simples
ou &cido fénico
Fonte: MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, [20037?].

Os compostos fendlicos se originam a partir da via do &cido chiquimico,
acumulam-se nos vacutolos das células vegetais e fazem parte de dois grandes grupos: 0s
flavondides e seus derivados e os &cidos fenolicos (acidos benzoico, cindmico e seus
derivados) e cumarinas (SOARES, 2002; MARCUCCI, WOISKY; SALATINO, [20037];

COMPOSTOS FENOLICOS, [20067]).

2.25.1.1 Flavondides

Flavonoide é o nome que se dd a um grande grupo de fitoquimicos ou
fitonutrientes que sdo polifendis de baixo peso molecular encontrados em diversas plantas. Os
seres humanos ndo possuem a capacidade de sintetiza-los.

Os flavondides foram descobertos, em 1930, por Szent-Gydrgy, que extraiu a
citrica da casca do liméo, substancia que possui a capacidade de regulacdo da permeabilidade
dos capilares. Esta classe de produtos naturais foi inicialmente denominada vitamina P — de
permeabilidade — e vitamina C, — algumas substancias pertencentes a esta classe possuem
propriedades semelhantes as da vitamina C —, porém esta classificacdo foi abandonada em
1950, tendo em vista a ndo confirmacdo destas substancias como vitaminas (SILVA et al.,

2000).
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Os flavondides sdo pigmentos presentes em todas as células fotossintetizadoras,
encontrados em ervas, legumes, frutas, mel e, por consequiéncia, em outros produtos derivados
destes alimentos (HAVSTEEN, 1983, 2002; LOPES et al., 2003). As flavanonas ocorrem
predominantemente em frutas citricas, as flavonas em plantas utilizadas para condimentos, 0s
isoflavonoides em legumes, as antocianinas e catequinas em frutas e os flavondis em todas as
frutas e vegetais (PETERSON; DWYER, 1998).

A fungdo dos flavonodides nas plantas consiste em promover a defesa contra
microrganismos (bactérias, fungos e virus), insetos e outros animais herbivoros, atrair e
orientar 0s insetos até o néctar, contribuindo enormemente para a polinizacao, e absorver a
radiacéo eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel, apresentando um papel de
defesa das plantas frente a radiacdo UV da luz solar (MARCUCCI; WOISKY; SALATINO,
[20037]; FONTANA et al., 2004).

Apesar de o termo flavondide derivar-se do latim flavus, que significa ‘amarelo’,
observa-se que o grupo flavanona (ex. pinocembrina) é incolor, e que a classe das
antocianinas possui substancias que variam no seu espectro de coloragdo do verde ao azul
(LOPES et al., 2003).

Estruturalmente, os flavonoides sdo substancias aromaticas com 15 tomos de
carbono (Cis) no seu esqueleto béasico, sendo compostos fendlicos Cg-C3-Cg, em que 0s dois
anéis Cs sd0 necessariamente aromaticos (anéis A e B) e conectados por uma ponte de trés
carbonos que geralmente contém um atomo de oxigénio (anel C) (LOPES et al., 2003)
(FIGURA 2). Com excecdo das chalconas, todos os flavonoides possuem um anel piranico

(com heteroatomo de oxigénio).
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Figura 2 - Nucleo basico dos flavonoides composto
por dois anéis arométicos (A e B) e
um anel intermediario (C)

Fonte: MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, [20037].

Mais de 5.000 compostos flavondides que ocorrem na natureza foram descritos e
classificados a partir de sua estrutura quimica e se distribuem nos seguintes grupos: flavonas,
flavonois, dihidroflavonoides (flavanonas e flavanondis), antocianidinas, isoflavonoides,
auronas, neoflavondides, biflavondides, catequinas e seus precursores metabdlicos conhecidos
como chalconas, podendo ocorrer como agliconas, glicosilados e como derivados metilados
(HAVSTEEN, 1983).

As analises quimicas de diversas propolis constatam em sua composicdo altas
concentracdes de flavonoides, que sdo responsaveis por promover no organismo dos animais
quatro efeitos bioquimicos de destaque: ligacdo por afinidade em polimeros biologicos;
ligacdo a ions de metais pesados; catalise de transporte de elétrons; e habilidade em
sequestrarem radicais livres. Estudos efetuados in vitro e in vivo demonstraram que 0S
flavondides possuem propriedades antioxidante e antiinflamatoria, efeito vasodilatador, acédo
antialérgica, antitumoral, hepatoprotetora, antitlcera, acGes antiplaquetarias, bem como acdes
antimicrobianas e antivirais (LOPES et al., 2003).

Da diversidade de flavondides presentes na flora, apenas alguns foram
identificados na composicdo da propolis: o canferol, a quercetina, a isoramnetina e a

galangina sdo flavondis; a apigenina, a luteolina, a crisina e a tectocrisina sdo exemplos de



37

flavonas; a pinocembrina é uma flavanona e a pinobanksina é um diidroflavonol
(MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, [20037)).

A maioria das propriedades farmacoldgicas da prépolis é atribuida a presenca dos
flavondides (RUSSO; LONGO; VANELLA, 2002), sendo cada tipo de flavondide
responsavel por uma determinada propriedade:

. acdo antitumoral - quercetina, bicaleina, genisteina, tangeritina e soforanona; os
flavonoides sdo capazes de induzir a apoptose (CHEN; WU; LIN, 2004);

acdo antibacteriana - pinocembrina e galangina, possuindo também a
pinocembrina atividade fungicida e funcionando como anestésico local (BANKOVA;
POPOV; MAREKOV, 1983);

. atividade espasmolitica - quercetina, canferide e pectolinarigenina (BANKOVA,
POPOV; MAREKOV, 1983);

. atividade antiinflamatéria - acacetina, galangina, que inibe a atividade da
ciclooxigenase (COX) e da lipooxigenase, diminui a liberacdo de prostaglandina e da

isoforma indutivel da COX (BANKOVA; POPOV; MAREKOV, 1983; BORRELLI et al.,

2002);

. atividade antiulcera - luteolina e apigenina (BANKOVA; POPOV; MAREKOQV,
1983);

. atividade virucida - quercetina, procianidina e pelargonidina (AMOROS et al.,
1992);

. acdo antioxidante - os flavondides minimizam a peroxidacéo lipidica e o efeito
dos radicais livres, pois interferem ndo apenas na propagacdo da reacdo, mas também na
formacdo de radicais livres, tanto quelando os metais de transicdo, quanto pela inibicdo de
enzimas envolvidas na inicializacdo da reacdo (RUSSO; LONGO; VANELLA, 2002;

MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, [20037]).
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J& a catequina possui Vvarias atividades bioldgicas, entre elas: diminui¢do do nivel
de triglicerideos, inibicdo da sintese de prostaglandinas, atividade antiviral, antiinflamatoria,

antioxidante e anticoagulante (CHOI; YOKOZAWA; OURA, 1991).

2.2.5.1.2 Acidos fenélicos

Os é&cidos fendlicos, algumas das substancias que constituem o grupo dos
compostos fendlicos, sdo derivados do acido benzdico, constituidos por um nucleo béasico
hidroxifenilpropendico, como demonstra a Figura 3, tipicamente Cg-C4, incluindo o acido
salicilico, e derivados do acido cinamico, com estruturas Cg-Cs, geralmente esterificados com
alcool etilico ou benzilico. Entre esses Ultimos sobressaem os acidos caféico, p-cumarico e
feralico. Alguns ésteres do acido caféico sdo alérgenos, responsabilizados pela ocorréncia de

dermatites em usuarios mais sensiveis (PEREIRA et al., 2003).

R' = -Q0H; =CH-COOH
R", R™=-H; -OH; -OCH3
Figura 3 - Ndcleo basico hidroxifenilpropendico

dos acidos fenélicos
Fonte: MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, [20037?].

Alguns constituintes da propolis que demonstraram grande atividade antitumoral

sdo os derivados do é&cido caféico, flavondides, é&cido 2,2-dimetil-8-prenilcromana-6-
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propandico, artepelin e acido hidroxicleroda-3,(132)-dien-15-0ico (BANSKOTA et al., 1998).
O éster fenetilico do &cido caféico (CAPE) inibe varios processos associados a carcinogénese,
suprimindo o crescimento de varias linhagens de células cancerigenas humanas, inclusive o
carcinoma de c6lon, glioblastoma multiforme, melanona, células de fibroblasto embrionérias
transformadas pelo adenovirus, mas ndo tém acdo sobre fibroblastos normais da pele humana.
Células do carcinoma de cdlon tratadas com CAPE também possuem uma inibicdo no
aumento de sintese de DNA, RNA e proteinas (SU et al., 1994). Além da atividade
anticancerigena, o CAPE possui atividade antiinflamatéria por inibir a liberacdo do &cido
araquidénico das membranas celulares, suprimir a atividade da COX-1 e COX-2 e inativar a
expressdo génica da COX-2 (BORRELLI et al., 2002). Sua atividade vasorrelaxante tambem

ja foi demonstrada (CICALA et al., 2003).

2.2.6 Propriedades farmacologicas

2.2.6.1 Atividade antiinflamatéria

Os processos inflamatorios estdo associados a diversas doencas, e suas causas Sao
variadas. Em trabalhos com camundongos e coelhos tem sido constatada uma atividade
antiinflamatoéria de solucdes hidroalcodlicas de propolis, tanto em aplicacbes topicas, como
através de injecGes, ou mesmo via oral (IVANOVSKA et al., 1995; PARK, et al., 1996;
LEDON et al., 1997; MENEZES; ALVAREZ; ALMEIDA, 1999; OZTURK et al., 2000).
Alguns pesquisadores isolaram determinados compostos de propolis que apresentam

conhecida atividade antiinflamatoria.
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No processo inflamatério, os metabdlitos do acido araquidénico exercem uma
variedade de atividades bioldgicas. Varios estudos tém comprovado que os metabolitos da
ciclooxigenase modulam a proliferagédo celular, o crescimento de tumores e respostas imunes,
ao passo que os metabodlitos da lipooxigenase podem influenciar vérias respostas bioldgicas,
inclusive quimiotaxia, secrecdo de hormdnios, transporte de ions, estimulo de adesdo de
células tumorais, desenvolvimento de tumores e regulacdo do potencial metastasico de células
tumorais. Desse modo, varios estudos estabelecem os metab6litos do &cido araquidénico
como moduladores da patogénese de varias doencas imunoldgicas e inflamatdrias (RAO et
al., 1995).

Vaérios efeitos bioldgicos tém sido atribuidos aos flavonoides, visto que séo
capazes, por exemplo, de inibir a peroxidacdo de lipidios e a agregacdo de plaquetas, e de
ativar sistemas de enzimas. Esses efeitos se devem a sua capacidade de remover radicais
livres e de quelar céations divalentes. Alem disso, os flavondides possuem as propriedades de
aumentar a permeabilidade capilar e exercem efeito inibitério na exsudacdo de proteinas e
migracao de leucécitos (BRODY, 1994).

Flavondides como apigenina e quercetina exibem atividade antiinflamatéria e
apresentam inibicdo no crescimento de fibroblastos. Durante os processos inflamatorios, 0s
fibroblastos tém um papel importante na granulagdo e formacéo do tecido e interacdo com o
sistema imune. A inibicdo de crescimento de fibroblastos por flavondides pode ser benéfica
para o tratamento de injarias (TATEFUJI et al., 1996).

Mirzoeva e Calder (1996) atribuiram esta propriedade antiinflamatoria a presenca
na prépolis de compostos tais como o &cido caféico, a quercetina, a narigenina e o éster
fenetilico do acido caféico (CAPE). Esta atividade antiinflamat6ria seria resultante da
supressdo da sintese de prostaglandinas e de leucotrienos pelos macréfagos. A participacdo do

CAPE isolado da propolis na inibicdo da sintese de prostaglandinas foi também constatada
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por Borrelli e colaboradores (2002). Alem destes compostos, Krol, Schller e Czuba (1996)
identificaram na propolis mais outros quinze compostos que conhecidamente apresentam esta
atividade antiinflamatdria, entre eles o &cido salicilico, a apigenina, o &cido feldrico e a
galangina. A inibicdo na geracdo de oxido nitrico por macrofagos é também apontada como
um dos fatores responsaveis pela atividade antiinflamatoria da propolis (NAGAOKA et al.,
2003). Outros estudos indicam um aumento na producdo na producdo de agua oxigenada
(H20) e dxido nitrico (NO) por estas células (ORSI et al., 2000).

Quintana Diaz (1996) avaliou o efeito da propolis no tratamento de Ulceras
dolorosas bucais de pacientes que ndo fizeram uso de medicacdo e que ja haviam sofrido
destas afecgOes bucais anteriormente. Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com
o tipo de solucgéo aplicada: B1 - Propolina (veiculo alcoolico); B2 - propodal (elaborado com
propilenoglicol) e B3 - balsamo (grupo controle). As solugdes foram aplicadas com bolinhas
de algodéo estéril, sendo reaplicadas apds 24 horas em todos 0s pacientes e 48 horas depois da
primeira aplicacdo em pacientes com dor espontanea. Os pacientes dos grupos Bl e B2
apresentaram auséncia de sintomatologia dolorosa 24 horas apos a aplicacéo, e o grupo B3 s6
obteve a remissdo dos sintomas no periodo de quatro a seis dias da primeira aplicacao.
Comprovou-se que a propolis possui efeitos antiinflamatorios, cicatrizantes, anestésicos,
promovendo uma regressao mais rapida dos sintomas dolorosos.

Silva e colaboradores (2000) verificaram histologicamente a acdo da solucdo de
extrato alcodlico de prépolis em feridas da mucosa bucal de ratos apds a criacdo de lesdo
expondo o tecido conjuntivo subjacente. De acordo com o tratamento recebido, os ratos foram
divididos em dois grupos: tratamento com alcool 96°GL e solugdo alcodlica de propolis a
30%. Os grupos receberam curativos de seis em seis horas durante 3, 5, 10 e 14 dias, quando
os animais foram sacrificados e as analises realizadas. Os resultados indicaram que a propolis

ndo provoca acao inflamatoria e induz a formacdo epitelial, ao contrario do que ocorreu com o
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grupo controle. A prépolis pode, assim, ser indicada para o tratamento e a reparacdo de
feridas abertas por segunda intengdo em mucosa bucal.

De acordo com Peruchi e colaboradores (2001), ao avaliar histologicamente a
acdo da solucdo do extrato alcodlico de propolis em feridas criadas, a prépolis ndo provoca
acdo antiinflamatoria dos tecidos conjuntivos, mas uma neoformacgédo vascular e fibroplastica,
induzindo a formagé&o epitelial.

Alencar (2002) comprovou que a prépolis brasileira atua na inibicdo da enzima
hialuronidase, relacionada com a acdo catalitica na hidrolise do acido hialurénico, responsavel
pela liberacdo dos mediadores quimicos, ou seja, pelo desencadeamento do processo

inflamatorio.

2.2.6.2 Atividade antineoplasica

A procura de novas drogas para o controle de neoplasias tem levado
pesquisadores a isolar compostos contidos em amostras de propolis de diferentes
procedéncias, pois alguns apresentam atividade inibitoria no crescimento de diversos tipos de
tumores (BANSKOTA et al., 1998; BURDOCK, 1998).

Mitamura (1996) constatou a atividade inibitéria do PMS1, gene de reparacéo de
mutacbes do DNA, sobre hepatocarcinoma humano. O efeito do PMS1 sobre neoplasia de
pele sugeriu que esta atividade esteja relacionada com a inibicdo na sintese de DNA destas
células. O CAPE isolado da propolis apresentou atividade antiproliferativa sobre a linhagem
de hepatocarcinoma humano (Hep3B), mas mostrou-se indcuo quando adicionado a culturas

primarias de hepatdcito de camundongo.
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Outro composto, a crisina, também isolada da prdpolis, mostrou-se efetiva em
inibir o crescimento de culturas da linhagem de glioma C6 de rato; as células mantiveram-se
estacionarias na primeira fase (G1) do ciclo celular (WENG; HO; LIN, 2005).

Orsolic, Kosalec e Basic (2005) isolaram compostos hidrossoluveis de prépolis
que, atuando sinergisticamente, potencializaram a atividade de drogas tumoricidas, inibindo

assim o desenvolvimento de tumores aciticos de Ehrlich.

2.2.6.3 Atividade antioxidante

Considera-se um antioxidante biologico “qualquer substancia que, presente em
baixas concentracbes, se comparada ao substrato oxidavel, reduz ou previne
significativamente a oxidacao deste substrato” (BENZIE; STRAIN, 1996).

Aumentos nos niveis de radicais livres em nosso organismo podem desencadear
processos patoldgicos, entre eles: doencas cardiovasculares, reumaticas, neuroldgicas,
psiquiatricas; envelhecimento precoce; neoplasias; osteoporose; diabetes; inflamacéo
(DEVASAGAYAN et al., 2004). Uma tendéncia que nos Gltimos anos vem se ampliando € a
possibilidade do emprego de plantas contendo conhecidos polifendis com propriedades
antioxidantes para o controle e prevencdo dessas patologias. Além dos polifendis, a propolis
contém uma extensa gama de outros compostos com a propriedade de remover de nosso
organismo esses radicais livres em excesso (MARQUELE et al., 2005).

Espécies reativas de oxigénio potencialmente danosas sdo produzidas
continuamente nas células como conseqliéncia tanto do metabolismo aerébico normal
(reacGes bioquimicas oxidativas) quanto por fatores externos (RUSSO; LONGO; VANELLA,

2002). Esses radicais livres sdo usualmente removidos ou inativados in vivo por enzimas
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antioxidantes endogenas, como superoxido desmutase, peroxidase e compostos de baixo peso
molecular como tocoferol, &cido ascérbico e polifendis. Os antioxidantes de defesa tém a
funcdo de prevenir a geracdo de espécies reativas de oxigénio, a destruicdo de potenciais
antioxidantes e a degradacdo das espécies reativas de oxigénio formadas. Dessa forma, os
danos aos tecidos induzidos pelo estresse oxidativo s&o minimos (BENZIE; STRAIN, 1996).
De qualquer forma, as espécies reativas de oxigénio se tornam danosas quando sdo produzidas
em excesso sob certas condi¢des anormais, como inflamacgdo, isquemia, e na presenca de ions
cataliticos.

Sob essas condigdes, os antioxidantes enddgenos podem ser insuficientes para
conter a formacéo dos radicais livres. Estas espécies reativas de oxigénio podem causar dano
celular pela peroxidacdo de lipidios da membrana ou quebra de DNA (RUSSO; LONGO;
VANELLA, 2002). Estes danos podem estar envolvidos na etiologia de varias doencgas, como
doenca cardiaca coronaria, inflamacao, doencas neurodegenerativas, cancer e intoxicacao por
etanol (BENZIE; STRAIN, 1996; RUSSO; LONGO; VANELLA, 2002). Assim sendo, a
ingestdo de antioxidantes através da dieta tem uma importante funcdo na prevencdo dessas
doencas (VAN DEN BERG et al., 1999).

Diversos grupos de pesquisadores tém se referido a propriedade antioxidante da
propolis, e muitos deles chegaram a isolar diversos compostos que seriam 0s responsaveis por
esta propriedade (SU et al., 1994; BASNET; MATSUNO; NEIDLEIN, 1997; BANSKOTA et
al., 1998; HAYASHI et al.,, 1999; CLAUS et al., 2000; MORENO et al., 2000). Estes
pesquisadores sdo unanimes em atribuir aos flavonoides, principalmente ao CAPE, esta
propriedade farmacoldgica.

Entretanto, Russo, Longo e Vanella (2002) constataram que extratos de propolis

em que houve a remocdo do CAPE continuaram a apresentar atividade antioxidante. O
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sequestro de radicais livres gerados por neutréfilos poderia ser um mecanismo antioxidante da

prépolis, que resultaria em uma atividade antiinflamatoria final (MORENO et al., 2000).

2.2.6.4 Atividade antimicrobiana

A capacidade da propolis em inibir o crescimento de microrganismos € sua
atividade farmacologica mais popularmente conhecida e cientificamente comprovada
(POPOVA et al., 2004).

A atividade antibacteriana da prépolis se deve principalmente a seus teores de
flavondides, que variam em decorréncia da flora pesquisada. Ha diversos tipos de flavondides
gue possuem atividades farmacoldgicas diferentes, mas também séo identificados flavonoides
sem atividade terapéutica. A andlise quantitativa de flavondides totais nao é suficiente para
definir se uma amostra de prépolis € melhor do que outra, pois 0 mais importante é analisar 0s
diferentes tipos de flavondides existentes e se possuem atividade antimicrobiana (KOO et al.,
1999).

Dentre os flavonoides presentes na propolis destacam-se: quercetina, kaempferol,
apigenina, isorhamnetina, rjamnetin, sakuranetina, isosakuranetina, chysin, acacetina,
galangina, kaempferide (PARK, et al., 1997).

A vista da literatura pesquisada, observou-se que as bactérias G+ sdo mais
sensiveis aos extratos de propolis do que as bactérias G-, sugerindo que a acdo antibacteriana
da propolis pode ser espécie-dependente. Os extratos de prépolis atuam na inibicdo do

crescimento e da divisdo celular; quanto maior for a concentracdo do extrato de prépolis,
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maior serd a agdo antimicrobiana (BANKOVA et al., 1995; MIRZOEVA; GRISHANIN;
CALDER, 1997; PARK, et al., 1998).

A quercetina, um tipo de flavonoide, e 0 CAPE sdo responséveis pelo aumento de
permeabilidade das membranas dos microrganismos e pela alteracdo no estado bioenergético
da célula. Além disso, a quercetina, a naringenina, o &cido caféico e o CAPE possuem a
capacidade de inibir a motilidade celular, fator importante para o potencial de viruléncia dos
microrganismos (MIRZOEVA; GRISHANIN; CALDER, 1997).

J& foi comprovada a atividade antimicrobiana in vitro da prépolis contra varias
linhagens de bactérias Gram-positivas: Bacillus brevis, B. cereus, B. megatherium, B.
polymyxa, B. pumilus, B. sphaericus, B. subtilis, Cellulomas funi, Nocardia globerula,
Leuconostoe mesenteroides, Micrococcus lysodeikticus, Sarcina lutea, Staphylococcus aureus
e Streptococcus faecalis e de bactérias Gram-negativas: Aerobacter aerogenes, Alcaligenes
sp., Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e
Serratia marcescens. Verificou-se que, de 39 linhagens de bactérias testadas, o crescimento
de 25 delas foi inibido na presenca de concentracdes de propolis menores do que 100 pug/mL
(MARCUCCI, 1996).

Observou-se que o 6leo essencial extraido de trés amostras de propolis (0,4 mg)
coletadas por meliponineos (Melipona compressites, Tetragona clavipes e Melipona
quadrifasciata)  possui uma  fraca  atividade frente a cepa 54 de
S. aureus 209 e sdo inativas frente a Escherichia coli WF+. Utilizando-se uma amostra de
propolis das Ilhas Canarias (0,4 mg) de elevado contetdo de lignana do tipo furofuramica,
verificou-se uma atividade fraca da amostra contra 0s mesmos microrganismos (BANKOVA
et al., 1999).

Grange e Davey (1990) observaram que 0s extratos etanolicos de préopolis (EEP)

(3 mg de sdlidos totais/mL) inibiram completamente o crescimento de S. aureus, S.
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epidermidis, Enterococcus spp., Corynebacterium spp., Branhamella catarrhalis e Bacillus
cereus, inibiram parcialmente o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli,
mas ndo tiveram efeito sobre Klebsiella pneumoniae, demonstrando, assim, uma inibicéo
preferencial sobre cocos em detrimento de bacilos Gram-positivos. Além disso, constataram
que uma diluicdo de 1:320 da amostra de prépolis testada inibia totalmente a cepa de
Mycobacterium tuberculosis.

Examinando-se o efeito de propolis provenientes da China e do Japdo na cérie
dental em ratos e seus efeitos inibitorios no crescimento bacteriano de
S. Sobrinus 6715, S. mutans PS14, e S. cricetus OMZ61 (medidos através de halo de inibicao)
e na atividade das glucosiltransferases (GTFs) de Streptococcus mutans, foi demonstrado que
estas propolis tiveram atividade antimicrobiana, inibiram a sintese de glucanos e inibiram
parcialmente a atividade das GTFs. Houve também uma diminuicdo da cérie dental em ratos
que receberam propolis presente na agua em concentragdo de 1 mg/ml, sugerindo que a
reducdo de cérie pela propolis depende ndo somente da acdo antimicrobiana, mas tambem da
inibicdo da sintese de glucanos insoldveis. Ndo houve efeito tdxico nos animais na
concentracdo de propolis utilizada neste experimento (1 mg/ml) (IKENO et al., 1991).

Ferreira, Valente e Barbosa (1996) avaliaram a acdo antibacteriana dos extratos
alcoolicos de propolis apds sofrerem diluicbes decimais de 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000,
1/100000. Estes extratos foram colocados em contato com cepas bacterianas tipadas e
padronizadas com aproximadamente 150 UFCs (unidades formadoras de col6nia)/ml por um
periodo de duas horas, sendo plaqueados a seguir pela técnica Pour Plate. Os resultados foram
anotados por contagem de UFC/ml, comparados com o numero inicial de UFCs/ml e
indicaram atividade bacteriana dos extratos de prépolis contra as bactérias Gram-positivas,
Gram-positivas esporuladas, além de uma menor, mas ndo menos significativa, atividade

contra bactérias Gram-negativas.
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O efeito da prépolis na irrigagdo de feridas cirurgicas orais foi avaliado no ja
citado trabalho de Quintana Diaz (1996). Ap0s intervencdo cirdrgica (apicectomia, extracoes
multiplas, exodontia de retidos, alveoloplastia e exodontia simples) seguindo-se as normas de
assepsia e antissepsia no procedimento cirdrgico, 78 pacientes foram divididos em trés grupos
de acordo com o tipo de solucédo de irrigagdo da ferida: Al - Propolina (veiculo alco6lico); A2
- propodal (prépolis preparada com propilenoglicol); e A3 - nenhum tratamento p6s-cirlrgico
(grupo controle). Os pacientes dos grupos Al e A2 foram orientados a irrigar a ferida
cirirgica com seringa hipodérmica de 4 ml e foram acompanhados ap6s 72 horas e apos sete
dias. Em ambas as ocasides, foram realizados exame clinico e entrevista sobre o pos-
operatorio. Os resultados obtidos nesses pacientes mostraram que, em comparagdo com 0S
pacientes do grupo A3, o sangramento pos-operatorio foi menor. Depois de 72 horas, eles
apresentaram menor edema no local da intervencdo, melhor cicatrizacdo e auséncia de dor. O
autor concluiu que os efeitos antimicrobianos, hemostaticos e antiinflamatorios das solugdes a
base de propolis utilizadas nesses dois grupos favoreceram uma recuperagdo melhor e mais
rapida dos tecidos bucais envolvidos, se comparada com a do grupo controle.

O efeito da prépolis na prevencdo de caries dentarias foi testado em 60 ratos
machos da raca Wistar com 22 dias de idade, divididos em seis grupos: o grupo | recebeu
dieta cariogénica e solucao de prépolis; o grupo I, racdo triturada e agua destilada; o grupo
I11, dieta cariogénica e solucdo de propilenoglicol (1%); o grupo 1V, racdo triturada e solucédo
de propilenoglicol (1%); o grupo V, racdo triturada e agua destilada; e o grupo VI, dieta
cariogénica e agua destilada. O experimento durou 90 dias; os ratos foram sacrificados, tendo
suas mandibulas seccionadas, fixadas em formol a 10% e coradas em fucsina a 0,5%. A
analise foi feita em microscopio estereoscopico. O grupo com maior nimero de céries foi o
grupo V, seguido pelos grupos Il e 1. O experimento confirmou a possivel utilizacdo de

propolis para o controle de caries (OTA et al., 1996).
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Selecionando-se 12 voluntarios com saude bucal satisfatoria, a quem foi aplicada
diariamente a suspensdo de prépolis na concentracdo de 15 mg/ml, testou-se a atividade
antibacteriana da prépolis sobre Streptococcus mutans. Os voluntérios fizeram dois bochechos
diarios com solucdo de propolis, pela manhd e a noite, apds escovacgdo dos dentes. Coletou-se
saliva de cada um deles antes do inicio do experimento e apos 7, 14, 21 e 28 dias. Como
resultado, observou-se sensivel diminuicdo desses microrganismos no sétimo e décimo quarto
dias, concluindo-se que a solucdo de prdpolis sob a forma de bochecho pode ser utilizada para
a reducdo de céries por periodos ndo muito prolongados (MORAES et al., 1996).

Ota e colaboradores (1998) pesquisaram a atividade da propolis sobre bactérias
recém-isoladas da cavidade bucal: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus mutans e Lactobacillus sp. As amostras foram semeadas em meios de cultura
adequados a cada tipo de bactéria, contendo concentragcfes que variavam de 1 a 10 mg/ml. Os
resultados mostraram atividade microbiana evidente sobre as bactérias citadas acima na
seguinte ordem de sensibilidade: S. mutans > Lactobacillus sp > S. aureus > S. epidermidis.

A acdo da propolis sob forma de bochechos foi testada em 17 pacientes da
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo. No primeiro atendimento, 0s
pacientes foram avaliados clinicamente de acordo com o indice proposto por Loe
(classificacdo do estado clinico gengival: presenca de inflamacdo, edema, ulceragéo,
sangramento a sondagem e alteracdo de cor) e com o indice de placa e apresentaram salde
bucal satisfatoria. Em seguida, foram submetidos a profilaxia sem orientacdo de higiene
bucal. No segundo atendimento, apds dez dias, os indices foram novamente levantados,
tendo-se obtido indice de placa médio de 1,78 e indice gengival médio de 1,25. Foi-lhes entdo
fornecida uma suspensado hidroalcodlica de prépolis a 0,84% de concentracdo, e 0s pacientes
foram orientados a bochechar a suspensdo trés vezes ao dia durante dez dias, ap06s o0 que,

quando levantados novos dados clinicos, foram constatados os indices médios de 1,35 e 1,15,
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respectivamente. Aplicados os testes estatisticos, concluiu-se que, mesmo ocorrendo uma
queda numérica, ndo houve modificacdo estatisticamente significativa no mecanismo de
formacdo da placa nos sinais clinicos de gengivite (DUARTE; KFOURI, 1999).

Analisou-se 0 conteudo de flavondides agliconas da propolis da espécie A.
mellifera coletada em duas regides do Brasil (Minas Gerais e Rio Grande do Sul). Tendo as
duas amostras apresentado composicdo quimica distinta, testou-se sua agdo sobre o
desenvolvimento de céries em ratos dessalivados. Apos 17 refeicdes diarias com prépolis e
racdo, em intervalos de uma hora, foram observados menores indices de carie de superficie e
de sulco, bem como menor severidade de carie no grupo de animais tratados com extrato da
propolis coletada na regido Sul, por possuir uma maior concentracdo de flavonoides do que a
originaria de Minas Gerais. O trabalho indicou que o efeito cariostatico da propolis depende
da sua composicao e, conseqiientemente, da regido em que a amostra ¢ coletada (KOO et al.,
1999).

Realizou-se um ensaio microbioldgico para confirmar a eficacia da propolis
contra microrganismos Gram-positivos, a partir do qual foi desenvolvido um dentifricio sob a
forma de gel com 3% de prépolis, com as seguintes propriedades: pH levemente acido, baixa
abrasividade, densidade, viscosidade e indice de espuma compativeis com produtos do
mercado. Esse dentifricio contendo prépolis como agente terapéutico foi clinicamente testado
em comparacdo com um dentifricio semelhante, porém sem propolis (placebo), em um ensaio
duplo-cego envolvendo 60 adultos de ambos os sexos, com idades entre 15 e 73 anos,
distribuidos aleatoriamente em dois grupos. Os indices gengivais (IG) foram medidos em
cada individuo nos tempos de 0, 15 e 30 dias, e o0s resultados demonstraram que o dentifricio
com a propolis foi mais efetivo no controle do indice gengival do que aquele destituido do
agente terapéutico, sendo uma alternativa viavel como agente preventivo ou terapéutico da

doenca periodontal (PANZERI et al., 1999).
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Analisou-se a acdo antimicrobiana das propolis brasileiras classificadas por Park
e colaboradores (2000) frente aos microrganismos patogénicos Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans. Com relagdo a atividade sobre Staphylococcus aureus, observou-se
que a propolis do grupo 1 ndo inibiu o crescimento microbiano, e as prépolis dos grupos 2, 9,
10 e 11 inibiram de forma bastante fraca; porém as propolis dos grupos 3, 4, 5, 8, e 12
inibiram moderadamente, ao passo que as dos grupos 6 e 7 inibiram fortemente o seu
crescimento. Ja em relagdo ao microrganismo Streptococcus mutans, a prépolis do grupo 6
apresentou a maior atividade antimicrobiana, seguida da prépolis do grupo 3, com atividade
moderada, mas as demais amostras apresentaram atividade minima ou ndo apresentaram
atividade antimicrobiana contra este microrganismo (PARK, et al., 2000).

Utilizando-se propolis coletadas em duas regides brasileiras, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul, testou-se a agdo do extrato etanolico de propolis contra a formacdo de
glucosiltransferases (GTFs) de Streptococcus sanguis sobre: GTF B (sintetizada em glucano
insoluvel), GTF C (em glucano soltvel e insoluvel) e GTF D (em glucano solavel). A
formacdo foi inibida quando aplicados extratos com concentrac6es entre 0,75 mg e 3,0 mg de
propolis por mililitro. O extrato de propolis do Rio Grande do Sul demonstrou diferencas
significativas em atividades de GTFs B e C, sendo superior ao extrato de Minas Gerais, que
também mostrou um desempenho satisfatorio (KOO et al., 2000).

Comparando-se amostras de propolis de abelhas africanas de Botucatu, Sdo Paulo,
coletadas durante as quatro estacdes climaticas, com a atividade antimicrobiana de uma
solucdo hidroalcodlica de prépolis a 30% contra Candida tropicalis e Candida albicans, os
resultados mostraram que esses microrganismos foram susceptiveis a pequenas concentracées
de propolis, sendo o segundo deles ainda mais susceptivel. Ndo houve diferenca estatistica em

relacdo aos efeitos sazonais das concentracdes de propolis testadas (SFORCIN et al., 2001).
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Gebara, Lima e Mayer (2002) investigaram, in vitro, a atividade antimicrobiana
da prépolis contra bactérias periodontopatogénicas, testando as cepas bacterianas Prevotella
intermedia, Prevotella melaninogenica, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga gingivalis e Fusobacterium nucleatum. A
concentracdo inibitéria minima foi determinada usando-se o método de dilui¢do de extrato de
prépolis no meio de cultura em diferentes concentracdes. Todos os patdgenos periodontais
testados foram sensiveis ao extrato de prdpolis, encorajando novos estudos para avaliar a
utilizacdo da prépolis como um coadjuvante no tratamento periodontal.

Avaliando-se o efeito da préopolis proveniente da regido da Mata Atlantica da
Bahia, Nordeste brasileiro, e de suas fragcdes (hexano, cloroformio, acetato de etila e etanol)
sobre o0 crescimento e a aderéncia de Streptococcus mutans e na atividade das
glucosiltransferases (GTFs), esta nova variedade de propolis mostrou notaveis efeitos
inibitorios tanto no crescimento bacteriano, quanto na aderéncia celular e atividade de GTF,
atividade esta relacionada com os compostos apolares (DUARTE et al., 2003).

Kather e colaboradores (2003?) utilizaram algumas solu¢bes de enxaguatorios
bucais para controle quimico da placa bacteriana, sendo duas em uso no mercado (Listerine e
Periogard), e uma solucdo teste de Propolina a 20% (solucdo aquosa de prépolis).
Participaram da pesquisa alunos do quarto ano de Odontologia da Universidade de Taubaté
(UNITAU), distribuidos em quatro grupos: grupo | - controle; grupo Il - com uso de Listerine;
grupo Il - com Periogard; grupo IV - com Propolina a 20%. Todos os grupos foram
submetidos a: alimentacdo padronizada; bochechos de trés em trés horas, iniciados de placa
zero; e 24 horas sem escovacao, utilizados apenas os bochechos. A evidenciacdo com solugédo
liguida de Replac foi feita apos 24 horas, e a contagem de superficies coradas foi realizada

pelo indice de O’Leary. Os resultados obtidos foram os que seguem: grupo I - 63,25 = 4,04

(faces coradas); grupo 11 - 43,0 = 4,74 (faces coradas); grupo 11 - 26,25 = 1,5 (faces coradas);
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e grupo VI - 27,25 = 3,11 (faces coradas). Concluiu-se que as solu¢bes mais eficientes foram
Periogard e Propolina a 20%, tendo o Periogard apresentado um menor desvio padrao.

O efeito, em humanos, de uma solugdo de propolis adicionada de fluoreto de
sodio (NaF) a 0,05% sobre niveis salivares de Streptococcus mutans foi analisado em
comparagdo com o das solugdes de NaF a 0,05% (controle) e NaF a 0,2%. Selecionaram-se 46
pacientes de 6 a 9 anos de idade com, no minimo, trés lesdes de carie ativa e niveis salivares
de Streptococcus mutans superior a 105 UFCs/ml de saliva. A concentracdo bacteriana
minima do extrato de prépolis, determinada pelo método de diluicdo, foi de 2,5%. As criancas
foram divididas em trés grupos conforme os bochechos recomendados: grupo | - com NaF a
0,05% (controle); grupo Il - com NaF a 0,2%; grupo Il - com solucdo de propolis a 5%
adicionada de NaF a 0,05%. Os bochechos foram diarios por 15 dias e as contagens de
Streptococcus mutans foram realizadas 24 horas, 7 e 15 dias ap0s. Os testes de Fridman e
Kruskal-Wallis revelaram, em relacdo aos valores iniciais, que houve diferenca significativa
(p = 0,01) nos niveis de Streptococcus mutans nas primeiras 24 horas apos os bochechos
apenas no grupo I11. Quando comparados, o grupo Il apresentou diferenca significativa (p =
0,01) nos niveis de Streptococcus mutans em relacdo aos outros dois somente ao final do
experimento. Tais resultados sugeriram que o uso de propolis como agente antimicrobiano
pode reduzir os niveis salivares de Streptococcus mutans (ZARATE et al., 2000).

Comparou-se, in vitro, a acdo antimicrobiana dos extratos de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum), salvia (Salvia officinalis) e propolis sobre a microbiota da placa
dentaria supragengival e saliva ndo estimulada de 25 individuos com periodontite cronica. As
amostras de placa bacteriana e de saliva foram semeadas em placas de Petri com agar-soja
tripticaseina, e colocados discos embebidos com extratos de salvia, cravo-da-india e prépolis
nos meios de cultura, além de clorexidina a 0,12% (grupo controle positivo) e agua destilada

(grupo controle negativo). Os resultados demonstraram que as maiores médias de tamanho
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dos halos de inibicdo foram obtidas com a clorexidina, seguida de prépolis, cravo-da-india e
sélvia, tanto em placas semeadas com saliva, quanto semeadas com placa bacteriana. Além
disso, a prépolis demonstrou ter acdo antimicrobiana significativamente maior sobre a
microbiota da placa dentaria supragengival do que sobre a microbiota da saliva
(FIGUEIREDO et al., 2004).

Avaliou-se a acdo de uma solucdo antisséptica de extrato de prdpolis sobre 0s
indices de acumulo de biofilme oral — indice de higiene oral simplificado (IHO-S) — e de
doenca gengival — indice gengival (IG) — e sobre a contagem do nimero de unidades
formadoras de colonia em meio solido, determinando-se a concentragdo inibitoria minima
(CIM) da atividade antimicrobiana de S. mutans em meio de cultura. A partir da CIM do
extrato, foi confeccionada uma solucédo de propolis (6,25%) para bochecho e utilizada como
solucéo teste em comparacdo com um controle positivo, com clorexidina (0,12%). Através de
um ensaio clinico cruzado, quinze criancas utilizaram a solucdo de propolis em bochechos
durante 15 dias consecutivos e, com intervalo de 21 dias, fizeram uso de bochechos com
clorexidina. Foram avaliados o IHO-S e o IG antes e 24 horas ap0s o uso das solucgdes;
realizou-se a contagem de S. mutans de amostras da saliva antes e 24 horas, 7, 15 e 21 dias
depois do final de ambos os bochechos. Os resultados demonstraram reducéo significativa do
namero de S. mutans nos tempos de 24 horas, 7 e 15 dias ap0s 0 uso da solucdo de propolis,
que ndo diferiu da obtida com a solucéo de clorexidina. Concluiu-se que a solucdo de extrato
de propolis apresentou satisfatoria atividade antimicrobiana, semelhante a acdo da
clorexidina, além de atuar sobre condic6es clinicas como a presenca de biofilme oral e doenca
gengival (ALMEIDA et al., 2006).

Oppermann e Noradi (2006) avaliaram a capacidade de inibicdo da placa
bacteriana supragengival, observada 24 horas apés a aplicacdo de uma solucdo de prépolis a

30% em alcool a 70° (solugdo 1) comparada com a de uma solucdo de alcool a 70% (solugéo
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2) e em relacdo ao controle. A amostra experimental foi constituida por vinte voluntérios
académicos de Odontologia. De um total de 2.272 superficies dentérias, 1.439 constituiram as
experimentais. Foram aplicados 0s seguintes agentes, intercalados por periodos de uma
semana: solucdo hidroalcodlica de propolis a 30° (solugdo 1) e solucdo de &lcool a 70°
(solugéo 2); a um terceiro grupo néo foi aplicada nenhuma solucéo (controle). Vinte e quatro
horas apds a aplicacdo dos agentes experimentais, as superficies com placa corada foram
registradas. De um total de 1.439 superficies experimentais, 659 permaneceram nao coradas
24 horas ap6s 0 uso da solucdo 1, 30l apds o uso da solugdo 2 e 251 no grupo controle. Os
resultados demonstraram reducdo significativa da placa supragengival, tanto nas faces livres
quanto proximais, ap0s o uso da solucdo de prépolis, em compara¢do com 0 uso da solucao 2

e com o controle.

2.2.7 Toxicidade e alergia

Apesar da biodiversidade da vegetacdo e da falta de padronizacdo na composicao
da prépolis comercializada, pode-se afirmar que os extratos de prépolis cujos principais
constituintes sdo os flavondides possuem uma toxicidade relativamente baixa. Alguns
pesquisadores relataram que, utilizando-se 2.050 ratos, foi observada dose letal (DL50)
superior a 7.340 mg/kg, e que gatos toleram a administracdo subcutanea de 100 mg/kg de
extrato etéreo de propolis (BURDOCK, 1998).

Verificou-se ainda que solucBes de propolis até 20% em acetona ndo causaram
irritacdo em porcos-da-india e que extratos de prépolis aplicados puros e em pomadas ndo
causaram irritacdo em coelhos. Outros experimentos demonstraram que extratos alcodlicos de

propolis (1.875 a 2.470 mg/kg/dia) administrados na agua de ratos e cobaias por 30 ou 60 dias
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ndo demonstraram alteracbes em aparéncia clinica, comportamento, peso e mortalidade
(BURDOCK, 1998).

Geralmente, as pessoas alérgicas a picadas de abelhas também sdo alérgicas a
prépolis, mel, geléia real e pdlen, o que se deve a presenca de secrecdes glandulares das
abelhas nos produtos apicolas em forma de enzimas. Registre-se que apenas uma pessoa em
cem é alérgica a picadas de abelhas (BREYER, 1980; BURDOCK, 1998).

Alguns autores relataram que os constituintes dos brotos de &lamo sdo os
possiveis responsaveis pelas alergias a prépolis, principalmente derivados do &cido caféico
(BURDOCK, 1998). A propolis pode induzir dermatites alérgicas e, segundo Hausen e
colaboradores (1992), o principal alergénico € o cafeato de 3-metil-but-2-enil, composto
responsavel pela atividade antiviral de algumas propolis; o flavonoide tectocrisina foi
considerado um segundo alérgeno, mas com atividade muito fraca. Além disso, foram
observadas as propriedades alérgicas dos ésteres fenetilicos (CAPE) e prenilicos do &cido
caféico (MARCUCCI, 1995).

Castro e Higashi (1995) afirmaram que a propolis possui toxicidade oral aguda
baixa, depois de observarem que, em ratos que ingeriram solucdo de propolis por duas

semanas, 60 dias e 90 dias, nenhum efeito colateral foi observado.
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3 OBJETIVOS
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O presente estudo tem os objetivos a seguir explicitados:

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a acdo antimicrobiana de diferentes extratos de prépolis frente aos

microrganismos presentes na saliva total de humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar in vitro, através do consumo de glicose, a eficacia antisseptica de trés
extratos de propolis sobre os microrganismos presentes na saliva total de humanos, em

comparacdo com os produtos industrializados Periogard, Listerine, Malvatricin e Parodontax.

Determinar in vitro, através do consumo de glicose, a eficacia antisséptica de trés
extratos de prépolis sobre os microrganismos presentes na saliva total de humanos coletada

em diferentes tempos de experimentacdo apds o enxaglie com as solucdes.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1.1 Hipbtese

Fase 1. acdo antimicrobiana de antissépticos em oito niveis, sendo sete
experimentais e um controle negativo.
Fase 2: acdo antimicrobiana do extrato de propolis em quatro niveis, sendo trés

experimentais e um controle negativo.

4.1.2 Variavel de resposta

Determinacgdo das taxas residuais de glicose resultantes da atividade antisséptica
de enxaguatorios sobre o metabolismo celular dos microrganismos presentes na saliva total de
humanos a partir dos grupos experimentais, com base em grupos controles.

Os voluntarios que integraram a amostragem foram aleatoriamente distribuidos

por blocagem, caracterizando-se, assim, o estudo duplo-cego.
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4.1.3 Populagdo da Amostra

Para a realizacdo desta pesquisa de natureza experimental e laboratorial, aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Maternidade Climério de Oliveira, Universidade
Federal da Bahia (UFBA) (ANEXO A), foram selecionados 10 doadores voluntérios de saliva
para a primeira fase e 30 doadores voluntarios de saliva para a segunda fase, atendendo-se as
exigéncias relativas as condicdes satisfatorias de saude geral e, particularmente, de salde
bucal, ou seja: 1 - auséncia de lesdes de carie e de periodontopatias; 2 - rigoroso controle de
placa bacteriana e de possiveis sangramentos gengivais; 3 - auséncia de aparelho ortodéntico;
4 - presenga de, no minimo, 24 dentes rigorosamente higidos ou adequadamente tratados
clinicamente; e 5 - velocidade de fluxo e de capacidade de tamponamento salivar normais.

A escolha de doadores recaiu sobre universitarios do Curso de Graduacdo em
Odontologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA) e da Faculdade de Tecnologia e
Ciéncias (FTC), visando a assegurar 0 grau de cooperacdo necessario a realizacdo das
experimentacdes deste trabalho.

Apos as experimentacdes, 0s voluntarios receberam atendimento em consultorio
odontologico para execucdo de profilaxia oral e orientacdo quanto a higienizacao bucal, alem

de acompanhamento clinico apos 15 dias.

4.2 PROCESSO DE OBTENCAO DA SALIVA

Uma vez selecionados, os voluntarios foram devidamente informados sobre os
objetivos e a metodologia tracados para a realizacdo do presente trabalho e, ap6s firmarem o
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (ANEXO B), foram orientados a nao realizar
qualquer tipo de profilaxia oral a partir da Gltima refeicdo realizada as 18h da noite que
antecedeu a coleta da saliva, marcada para o turno da manhda de data previamente

determinada. Para tanto, foi solicitada a suspensdo do uso de fio dental, escova dental,
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dentifricio, antisséptico ou outro instrumento de higiene oral. Essas orientacfes foram dadas
aos doadores das duas fases do experimento, 0 que asseguraria a auséncia de profilaxia oral
durante o periodo de 12 a 14 horas.

A escolha desse espago de tempo sem a realizacéo da profilaxia oral rotineira teve
a finalidade de permitir que se avaliasse a acdo da propolis e dos produtos antissépticos
industrializados em condi¢des ndo habituais aos individuos que cuidam satisfatoriamente da
higiene oral, uma vez que a concentragdo de microrganismos na saliva aumentaria
sobremaneira (JORGE, 1998).

Os doadores compareceram ao Laboratério de Bioquimica Oral do Instituto de
Ciéncias da Saude da UFBA no horério predeterminado para a coleta das amostras de saliva
em coletores plasticos esterilizados, devidamente acondicionados em banho de gelo moido,
até o inicio das analises. Para esse procedimento, lhes foi solicitado, na primeira fase, que
acumulassem a saliva no meio bucal e a coletassem no recipiente apropriado seguidas vezes,
até alcancar o volume de, aproximadamente, 25 mL. Na segunda fase, solicitou-se que
recolhessem 15 mL de saliva, fracionados, entretanto, em cinco coletas parciais de 3mL cada,

de acordo com os tempos de ensaio predeterminados no protocolo experimental.

4.3 EQUIPAMENTOS

Equipamentos Fabricante Modelo
Fotocolorimetro microprocessado Analyser 500 M
Balanca analitica Gehaka AG 200
Estufa microbiologica Fanem 002 CB
Potencidmetro digital Digimed DMPH-2
Microcomputador Daten Pentium IV

Quadro 2 - Equipamentos utilizados nas experimentagdes
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4.4 ENXAGUATORIOS

Para a realizacdo do presente estudo, foram avaliados os extratos de prépolis 1, 11
e I, frente a acdo de quatro antissépticos disponiveis no mercado da cidade de Salvador,
estado da Bahia (Periogard, Listerine, Malvatricin e Parodontax). O Quadro 3 expressa 0S

produtos avaliados, respectivas procedéncias, principios ativos e concentracoes.

Enxaguatorio Registro Fabricante Principio ativo informado Concentraggo
Extrato de prépolis Ministério NaturApi Produtos Extrato seco de prépolis do 11%
| da Agricultura | Naturais e Apicolas grupo 6, proveniente da Mata
N°. 0001/4675 | Ltda. Atléntica da Bahia

Compostos apolares*

Extrato de propolis Ministério | Apis Flora Ind. e Extrato seco de mistura de 20%
1l da Agricultura | Com. Ltda. prépolis proveniente dos estados
N°. 0001/4675 de Minas Gerais e Parana

Flavonéides*

Extrato de propolis Ministério | Vita Hervas Extrato seco de prépolis 30%
1] da Agricultura | Indistria Brasileira proveniente da regido Sudeste
N°. 0063/1204 Flavondides*
Periogard Ministério | Colgate-Palmolive Digluconato de clorexidina 0,12%

da Saude Divisdo da Kolynos
Ne. 2.20520197 | do Brasil Ltda.

Listerine Ministério Warner-Lambert Co. | Timol 0,640%
da Salide Morris Plains Eucaliptol 0.092%
0
\°. 2.232960003 Salicilato de metila 0,060%
Mentol 0,042%
Malvatricin Ministério Laboratério Daudt Quinosal 15 mg
[}]
N°. 101430024 Tintura de malva 0,005 ml
Parodontax Ministério Smithkline Beecham | Gluconato de clorexidina 0,20%

da Salde Consumer Healtcare
N°. 2.00080172 | Reino Unido

Quadro 3 - Extratos de propolis e enxaguatorios
Nota: * = concentracdo ndo informada pelo fabricante.
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A escolha do extrato de propolis a 11%, 20% e 30% deveu-se a constatacéo de
serem essas as concentracdes em que mais frequentemente € comercializado esse produto na

cidade de Salvador, Bahia.

45 TECNICAE MECANISMO DA REACAO CORADA
PARA DETERMINACAO DA TAXA DE GLICOSE

O método empregado para determinar a taxa de glicose tem como fundamentacéo
o principio da reacdo corada (GLICOSE ENZIMATICA, [20077]), conforme as equacdes

expressas a seguir:

(|:HO (iHO
H—c —OH H—c —OH
[ |
HO _(I:_H HO _(%_H
n H—c—oH * no,* nHO LOB W y—c—on + n.HO,
| \
H—C —OH H_(i —OH
CH,OH COOH
Glicose Oxigénio  Agua Acido Agua
gluconico oxigenada

\
- OH
S
n.H,0, + N - \N Q + n.

Aguaoxigenada  4-aminofenazona Fenol
Peroxidase l
NH
n. | | + n H,0
(e}
Quinonimina Agua

Figura 4 - Mecanismo da reacdo corada para determinacao
da concentracéo de glicose
Fonte: GLICOSE ENZIMATICA, [20077].
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Com base nesse método, a determinacdo da concentracdo inicial e residual de
glicose fundamenta-se na reacdo colorimétrica resultante da oxidacdo enzimética desse
carboidrato pela glicose-oxidase. O per6xido de hidrogénio formado reage sob a catélise da
peroxidase com o fenol e o 4-aminofenazona, originando a quinonimina, que é um cromogeno
vermelho-violeta. A intensidade de cor e, por conseguinte, a absorbancia, foi determinada
através de fotocolorimetro microprocessado, marca Analyser, modelo 500M, no comprimento
de onda de 520nm. Esse método colorimétrico empregado para a dosagem de glicose
caracteriza-se pela possibilidade de a intensidade de cor obtida expressar, em densidade Optica
(DO), valores em mg/dL diretamente proporcionais a concentragdo desse carboidrato presente
em cada amostra, por tratar-se de uma dosagem linear limitada a 400 mg/dL. Ao se considerar

que essa reacdo € linear, procedeu-se a aplicacdo da seguinte férmula:

DOT x 100 =mg#L

DOP

DOT = densidade Optica do teste
DOP = densidade Optica da solucdo padrdo de glicose

100 mg/dL = concentracdo da solucdo padrdo de glicose

4.6 DETERMINACAO DO FLUXO SALIVAR

Foi realizado o exame complementar para determinacdo do fluxo salivar de todos
0s participantes do presente estudo, tendo-se considerado como normal a velocidade do fluxo

salivar entre 1 e 2 mL/min, com base na técnica preconizada por Krasse (1988).
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4.7 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE TAMPONAMENTO DA SALIVA

Paralelamente, tomou-se como referencial a técnica de medida da capacidade de
tamponamento salivar estabelecida por Krasse (1988), considerando-se como normal o pH

final situado entre 5 e 7, determinado na saliva de todos os doadores selecionados.

4.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.8.1 Fase 1: agdo antimicrobiana dos extratos de propolis 1, 11 e 111
e de Periogard, Listerine, Malvatricin e Parodontax

Na primeira fase do estudo, realizada in vitro, tendo como fundamento o metodo
de glicose-oxidase, o protocolo experimental foi elaborado com o objetivo de determinar o
possivel efeito antimicrobiano de diferentes extratos de prépolis (I, Il e 111) em comparacédo
com o dos enxaguatorios bucais contendo os principios ativos clorexidina (Periogard e
Parodontax), timol (Listerine) e tirotricina (Malvatricin).

As amostras da saliva coletadas em jejum adicionou-se a solucdo de glicose a 25%,
mantendo-se fixa a proporcao de quatro partes de saliva total para uma da solucdo de glicose.
A seguir, foram retiradas dessa mistura aliquotas de 4,0 mL para constituirem o grupo
controle (GC,) e os sete grupos experimentais, adicionando-se a esses ultimos 0,25 mL de
extrato de prépolis I, 11 e 11l (GExp;, GExp, e GEXps, respectivamente) ou dos antissépticos
Periogard, Listerine, Malvatricin e Parodontax (GExps, GExps, GExps e GEXxpy,

respectivamente) (QUADRO 4). Findo esse procedimento, 0s grupos controle e experimentais
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foram incubados a 37°C, durante 48 horas, em estufa microbioldgica termorregulavel, em
aerobiose. Foram coletadas aliquotas para medicdo, pelo método de glicose-oxidase, do
consumo de glicose pelos microrganismos presentes na saliva humana (GLICOSE
ENZIMATICA, [20077]), nos tempos de 0, 24 e 48 horas e expressos em mg/dL os valores

encontrados.

Grupo Numero Produto
de amostras
GC, 10 —

GExp; 10 Extrato de propolis |
GExp; 10 Extrato de propolis 11
GExps 10 Extrato de prépolis 111
GExp4 10 Periogard
GEXxps 10 Listerine
GEXxps 10 Malvatricin
GExpy 10 Parodontax

Quadro 4 - Fase 1: Grupos controle e experimentais

4.8.2 Fase 2: acdo antimicrobiana de extratos de propolis I, 11 e 1l em diferentes tempos
de experimentacao apos o enxague

Na segunda fase, os extratos de propolis testados foram os mesmos utilizados na
primeira fase do estudo, assim como foi avaliada a acdo antimicrobiana através da dosagem

de glicose pelo método ja empregado.
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O protocolo experimental elaborado para esta fase do estudo, realizada in vitro,
manteve 0s mesmos referenciais utilizados na primeira fase e objetivou avaliar,
particularmente, o efeito antimicrobiano residual ap6s o enxague realizado com os extratos de
prépolis 1, 11 e HI.

As amostras de saliva dos voluntarios foram coletadas em jejum, e, ap0s a reserva
de aliquotas desse fluido para a realizagcdo dos ensaios com o grupo controle negativo (GC,),
os doadores foram divididos em trés grupos, de acordo com o extrato de prépolis utilizado no
enxagle bucal.

A seguir, os voluntarios realizaram 0 enxagle durante um minuto, com o
respectivo extrato de propolis diluido em agua, de acordo com as normas de cada fabricante.
Imediatamente ap0s o enxagie, foi coletada a segunda amostra de saliva (equivalente a um
controle positivo), seguida de trés coletas sequenciais, uma, duas e trés horas apds o
bochecho, cujas amostras constituiram 0s grupos experimentais aqui identificados como
GExp;, GExpy e GExpy; de acordo com o extrato de propolis utilizado. O Quadro 5 expressa
0S grupos controle e experimentais com respectivos niumeros de amostras e o0 extrato de

propolis usado.

Grupo Numero Produto
de amostras
GC; 30 —
GExp, 10 Extrato de propolis |
GExpy 10 Extrato de propolis 11
GExpy 10 Extrato de prépolis 111

Quadro 5 - Fase 2: Grupos controle e experimentais
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Tanto as amostras da saliva submetidas a acdo das diferentes concentracfes de
prépolis (GExp,, GExp; e GExpy;) quanto a amostra que constituiu o grupo controle (GC,) foi
adicionada a solugéo de glicose a 25% na mesma propor¢do estabelecida na primeira fase,
seguindo-se a imediata reserva de aliquotas de cada grupo para a determinacdo da taxa de
glicose residual no tempo zero de experimentacdo. Novas dosagens de glicose residual foram
realizadas em aliquotas retiradas dos grupos controle e experimentais ap6s 24 e 48 horas de

incubacéo a 37°C.

4.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados das experimentacfes sdo aqui apresentados através das respectivas
médias e erros padrdes das médias (EPM). As médias dos diversos grupos foram comparadas
através da analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas, seguindo-se a aplicacdo do

teste paramétrico de Bonferroni.
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5 RESULTADOS
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Uma vez cumpridas as condicGes exigidas para a selecdo dos voluntéarios, todos
foram submetidos ao exame salivar. Os resultados obtidos confirmaram o controle rigoroso da
amostra, ja que os doadores de saliva apresentaram média de fluxo considerada normal, isto
é, de 1,8 £ 0,3 mL/min, assim como foi considerada satisfatdria a capacidade de
tamponamento salivar, pois sua média se situou em 5,8 + 0,2, atendendo-se ao estabelecido
por Krasse (1988).

Os resultados das experimentacfes sd@o aqui apresentados através de médias e
erros padroes das médias (EPM). As médias dos diversos grupos, comparadas através da
andlise da variancia (ANOVA) de medidas repetidas, seguiu-se a aplicacdo do teste

paramétrico de Bonferroni.

5.1 FASE 1: ACAO ANTIMICROBIANA DA PROPOLIS I, Il e Il
E DE PERIOGARD, LISTERINE, MALVATRICIN E PARODONTAX

De acordo com o protocolo experimental, avaliou-se, na primeira fase do presente
trabalho, a eficacia dos extratos de prépolis I, 11 e 111 em comparacdo com a a¢do dos produtos
industrializados Periogard, Listerine, Malvatricin e Parodontax.

Diante dos resultados obtidos nessa fase, ao serem comparadas as taxas residuais
de glicose correspondentes ao grupo controle (GC;) — no qual ndo houve adicdo de

enxaguatorio algum —, no tempo zero de incubacdo a 37°C e nos intervalos limitados a 24 e
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48 horas, constatou-se ter havido diferenca estatisticamente significativa, uma vez cumpridos
esses espacos de tempo, conforme os dados da Tabela 1 e da Figura 5.

Nos grupos experimentais (GExpi, GExp,, GExps, GEXxps, GExps, GEXps €

GExpy), ao serem confrontados os valores médios das taxas residuais de glicose

determinados nos tempos de 0, 24 e 48 horas, ndo foram comprovadas diferencgas

estatisticamente significativas, de acordo com os valores registrados nas mencionadas

Tabela 1 e Figura 5.

Tabela 1 - Fase 1: Médias e EPMs do consumo de glicose (mg/dL)
referentes aos grupos controle e experimentais nos tempos
de 0, 24 e 48 horas de incubacao

Grupo Tempo
Oh 24h 48h

GC, 253,4 £ 6,10 222,3 +£4,18* 205,9 £+ 4,80*
GExp1 271,0+£9,18 270,2 £ 9,54 269,3 £ 8,24
GExp» 264,5 + 3,43 257,9 £ 3,54 232,7 £5,98
GExps 240,7 £ 3,73 246,4 £ 6,18 221,2 £ 6,20
GExp4 267,5+ 11,36 251,9 + 14,27 248,0 £ 8,21
GExps 252,5 + 14,88 240,9 £ 13,79 240,0 £ 7,26
GExps 260,4 +£ 12,38 251,5+12,99 248,2 +£ 10,17
GExp7 247,1 + 14,36 242,8 + 14,87 243,9 £ 12,33

Notas: GC;: grupo controle; GExp,. extrato de prépolis I; GExp,: extrato de prdpolis I1; GExps: extrato
de prépolis I11; GExp,: Periogard; GExps: Listerine; GExps: Malvatricin; GExp;: Parodontax; *
= diferenca estatistica significativa entre as taxas de glicose determinadas nos tempos de 0, 24 e
48 horas.

Valor de p < 0,05.
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Figura 5 - Fase 1: Médias do consumo de glicose (mg/dL) referentes aos grupos
controle e experimentais nos tempos de 0, 24 e 48 horas de
incubacéo

5.2 FASE 2: ACAO ANTIMICROBIANA DA PROPOLJS L, 11elll )
EM DIFERENTES TEMPOS DE EXPERIMENTACAO APOS O ENXAGUE

Na segunda fase do trabalho, avaliou-se a eficacia dos extratos de propolis I, 11 e
I11 frente aos microrganismos presentes na saliva total de humanos.

Nas amostras que constituiram o grupo controle (GC,), caracterizadas pela saliva
coletada sem qualquer acdo dos mencionados extratos de propolis, observou-se que houve
diferencas estatisticamente significativas entre as médias das taxas residuais de glicose

atribuidas a esse grupo apos 24 e 48 horas, conforme esta demonstrado na Tabela 2.



74

Entretanto, ao serem comparadas entre si as taxas de glicose referentes aos grupos
experimentais (GExp,, GExpy e GExppu) cujas amostras de saliva foram coletadas
imediatamente apds o bochecho com os referidos extratos de prépolis, ndo se constataram
diferencas estatisticamente significativas em cada um dos tempos referenciais de
experimentacdo apds o enxagie, ou seja, com 24 e 48 horas, respectivamente (TABELA 2;

FIGURA 6).

Tabela 2 - Fase 2: Médias e EPMs do consumo de glicose (mg/dL) referentes
aos grupos experimentais nos tempos de 0, 24 e 48 horas de incubacéo
imediatamente apds o enxaglie com o0s extratos de propolis tendo como
referencial o grupo controle

Grupo Tempo
Oh 24h 48h
GC; 128,8 + 1,22 110,6 + 1,32* 97,0 +1,32*
GEXp, 128,8 £ 1,90 129,6 £ 1,45 113,5 £ 5,55
GEXxpy 128,8 £ 2,52 125,4 + 3,33 124,2 + 3.47
GExpi 126,8 £ 1,05 131,4 £ 3,41 113,4 £ 3,13

Notas: GC, = saliva coletada em jejum com adicdo de glicose a 25%; GExp, = saliva coletada
imediatamente apds o enxague com extrato de propolis | com adi¢do de glicose a 25%; GExp)=
saliva coletada imediatamente ap6s o enxagiie com extrato de prépolis Il com adicdo de glicose
a 25%; GExpy; = saliva coletada imediatamente ap6s o enxaglie com extrato de propolis a Il
com adicdo de glicose a 25%; * = diferenca estatistica significativa entre as taxas de glicose
determinadas nos tempos de 0 e 24 horas e 24 e 48 horas.

Valor de p < 0,05.
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Figura 6 - Fase 2: Meédias do consumo de glicose (mg/dL) referentes
aos grupos experimentais nos tempos de 0, 24 e 48 horas
de incubacdo imediatamente apds 0 enxagie com os extratos de propolis
tendo como referencial o grupo controle

No GExp,, ao serem confrontados os valores médios das taxas residuais de glicose
correspondentes as amostras de saliva coletadas uma e duas horas ap6s o bochecho, nos
tempos referenciais de 0, 24 e 48 horas, ndo foram comprovadas diferencas estatisticamente
significativas entre os citados tempos de incubacdo dentro do mesmo horario de coleta.
Porém, ao serem comparadas entre si as médias das taxas residuais de glicose obtidas nos
tempos de 24 e 48 horas e 0 e 48 horas nas amostras de saliva coletadas trés horas apds o
enxague, evidenciaram-se significativas diferencas estatisticas referentes a esse grupo

(TABELA 3; FIGURA7).
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Tabela 3 - Fase 2: Médias e EPMs do consumo de glicose (mg/dL)
pelos microrganismos presentes na saliva do GEXpiiw
nos tempos de zero, uma, duas e trés horas apos o enxaglie

Dosagem
Coleta
Oh 24h 48h
Oh 128,8 £ 1,90 129,6 + 1,45 113,5 £ 5,55
1h 129,9 + 2,59 131,3+1,82 114,6 + 5,68
2h 129,1 + 3,02 131,7 £ 2,55 110,9 £ 6,31
3h 129,0 £ 2,80 129.2 +1,76 105,4 + 4,04**

Notas: Oh, 1h, 2h, 3h = hora da coleta de saliva ap6s o bochecho com extrato de propolis;
Oh, 24h, 48h = tempo de incubacéo e dosagem de glicose; ** = diferenca estatistica significativa
entre as taxas de glicose determinadas nos tempos de 24 e 48 horas e 0 e 48 horas.

Valor de p < 0,05.
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Figura 7 - Fase 2: Médias do consumo de glicose (mg/dL)
pelos microrganismos presentes na saliva do  GEXp
nos tempos de zero, uma, duas e trés horas apos o enxagiie

No tocante aos outros dois grupos experimentais (GExp; e GExpy;), em relacéo as
amostras da saliva coletadas com uma, duas e trés horas apds o bochecho, ao se confrontarem

as taxas residuais de glicose determinadas entre O e 24 horas e entre 24 e 48 horas, ndo se
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constataram diferencas estatisticamente significativas. Entretanto, ao serem comparadas as
taxas de glicose determinadas nos tempos de O e 48 horas ficou evidenciado que houve

reducdo da concentragéo de glicose, como demonstram as Tabelas 4 e 5 e as Figuras 8 e 9.

Tabela 4 - Fase 2: Médias e EPMs do consumo de glicose (mg/dL)
pelos  microrganismos  presentes na saliva do  GExpy
nos tempos de zero, uma, duas e trés horas ap6s o0 enxague

Dosagem
Coleta
Oh 24h 48h
Oh 128,8 + 2,52 125,4 + 3,33 124,2 + 3,47
1h 128,6 + 2,50 115,2 + 5,24 105,5 + 7,12*
2h 128,1 +2,21 115,5 + 4,98 107,6 + 6,38*
3h 126,8 + 2,14 114,1 + 4,57 102,8 + 4,79*

Notas: Oh, 1h, 2h, 3h = hora da coleta de saliva apds o bochecho com extrato de proépolis;
Oh, 24h, 48h = tempo de incubacdo e dosagem de glicose; * = diferenca estatistica
significativa entre as taxas de glicose determinadas nos tempos de 0 e 48 horas.

Valor de p < 0,05.
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Figura 8 - Fase 2: Médias do consumo de glicose (mg/dL)
pelos microrganismos presentes na saliva do  GEXxpy
nos tempos de zero, uma, duas e trés horas apos o enxagiie



Tabela 5 - Fase 2: Médias e EPMs do consumo de glicose (mg/dL)

pelos  microrganismos  presentes na saliva do  GExpy
nos tempos de zero, uma, duas e trés horas apos o enxague
Dosagem
Coleta
Oh 24h 48h
Oh 126,8 + 1,05 131,4 + 3,41 113,4 + 3,13
1h 128,4 + 1,59 129,5+1,23 107,5 + 4,44*
2h 126,6 £ 1,32 129,4 + 1,63 111,2 + 3,64*
3h 127,5+ 1,30 126,7 £ 1,25 106,5 + 2,28*

Notas: Oh, 1h, 2h, 3h

= hora da coleta de saliva apds o bochecho com extrato de propolis;

Oh, 24h, 48h = tempo de incubacdo e dosagem de glicose; * = diferenca estatistica
significativa entre as taxas de glicose determinadas nos tempos de 0 e 48 horas.

Valor de p < 0,05.
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Figura 9 - Fase 2: Médias do consumo de glicose (mg/dL)

pelos microrganismos presentes na saliva do  GExpy
nos tempos de zero, uma, duas e trés horas apos o enxagiie
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6 DISCUSSAO
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Os estudos realizados através de observacdes clinicas e experimentais visando a
investigar a eficacia dos antissépticos exigem a adocao de medidas complementares, dentre as
quais se destacam, entre outros procedimentos: determinacdo dos indices de placa, de
sangramento, de retencdo e de inser¢do clinica; medida da velocidade do fluxo salivar e da
capacidade de tamponamento da saliva e/ou realizacdo da contagem de microrganismos.

O grau de satde bucal, as taxas de fluxo salivar e a capacidade de tamponamento
da saliva dos voluntarios envolvidos no presente estudo foram considerados normais, de
acordo com os resultados aqui registrados. A selecdo de individuos com saude geral e bucal
satisfatorias visou a padronizar as amostras de saliva, visto que o0s pacientes portadores de
caries, gengivite, periodontite ou outras enfermidades infecciosas poderiam dificultar a
exigéncia de similaridade entre os participes integrantes da amostra, em razdo da influéncia
do estagio de desenvolvimento dessas doencas.

Muito embora merecam destaque as diferentes metodologias utilizadas nos
trabalhos experimentais realizados por diversos pesquisadores, entre 0s quais 0s de Giertsen,
Scheie e Rolla (1988), que tratam da inibicdo do metabolismo glicolitico dos microrganismos
da placa bacteriana, optou-se pelo desenho de um protocolo experimental simplificado, o mais
proximo possivel da realidade vivida pelos usuérios dos produtos antissépticos,
particularmente na segunda fase do trabalho, tracado, exclusivamente, para a realizacdo do
presente estudo. Essa opcdo decorreu de ndo se ter identificado protocolos bioquimicos
experimentais que atendessem, plenamente, as condi¢Ges previamente estabelecidas para a
realizacdo dos ensaios, em que pese a extensa revisao bibliogréafica realizada.

Esta foi a principal razdo de se ter levado em conta a cooperacdo do paciente no

que diz respeito a higiene bucal e ao estado de higidez em geral, uma vez que esses fatores
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podem ocasionar diferencas significativas na concentragédo e viruléncia dos microrganismos.
Além disso, a sele¢do de pacientes com o minimo de 24 unidades dentérias visou a assegurar
uma concentracdo satisfatoria de microrganismos presentes na cavidade bucal, pois a
oscilacdo no nimero de unidades dentais presentes interfere de forma marcante na microbiota
bucal, ja que os microrganismos necessitam de superficies de retencdo para se manterem nas
estruturas da cavidade oral. Segundo Jorge (1998), o nimero de unidades dentais implica na
concentracdo de lactobacilos e estreptococos, cuja tendéncia é a diminuicdo ou, até mesmo, o
desaparecimento, quando as mesmas sdo extraidas.

A determinagdo do poder de inibicio do consumo de glicose pelos
microrganismos presentes na saliva humana total, submetida, apos a coleta, a agdo individual
dos extratos de propolis e dos antissépticos, objetos da primeira fase da pesquisa, teve como
referencial o grupo controle (GC;), caracterizado pela auséncia de um dos extratos de propolis
ou um dos antissepticos testados. Objetivando revelar o possivel poder inibidor dessas
substancias, foi desenvolvida uma metodologia experimental in vitro, cujos resultados
possivelmente contribuirdo para subsidiar a literatura cientifica, dado que os protocolos
desenhados em diversos estudos tém contemplado, prioritariamente, as observacdes e
experimentac@es de natureza clinica.

Conforme estd amplamente documentado na literatura cientifica, o0s
microrganismos utilizam a glicose para a manutencdo de diversos processos metabdlicos
vitais. Um importante mecanismo é a via glicolitica, cujo principal objetivo é a obtencao de
energia, além da colonizacdo e aderéncia aos tecidos da cavidade bucal, produzindo-se, a
partir do piruvato formado, &cidos, dentre 0s quais o latico, responsaveis pela
desmineralizacdo do esmalte dental, particularmente nas fases de subsaturacdo ibnica da
saliva (SMITH et al, 1985; NIKIFORUK, 1986; THYLSTRUP, FEJERSKOV, 1995;

NELSON; COX, 2002).
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Levando-se em conta essas informacOes, o tracado do protocolo experimental
tomou como referéncia o consumo de glicose pelos microrganismos presentes na saliva total,
influenciada, ou ndo, pelos antissépticos, mediante a determinacdo das taxas residuais de
glicose, com base na técnica enzimatica de relevante precisdo, fundamentada na atividade
catalitica da glicose-oxidase, devidamente descrita no item 4 deste trabalho.

Nos diferentes tempos de experimentacdo, constatou-se, no grupo controle da
primeira fase (GC,), diferenca estatisticamente significativa em relagcdo as taxas de glicose
determinadas nos tempos de 0 (253,4 + 6,10), 24 (222,3 + 4,18 ) e 48 horas (205,9 + 4,80 ) de
incubacgédo a 37°C. Esse decréscimo da taxa de glicose com o decorrer do tempo de incubacao
resultou certamente do consumo desse substrato pelos microrganismos presentes na saliva de
humanos, o que comprova a confiabilidade da metodologia adotada no presente estudo.

As taxas de glicose determinadas nos grupos experimentais da primeira fase
(GExp1, GEXxp,, GExps, GExp4, GEXps, GExps € GEXp7), conforme esta registrado na Tabela
1 e na Figura 5, ndo revelaram diferencas estatisticamente significativas ao serem comparadas
entre si nos trés tempos de dosagem de glicose, ou seja, 0, 24 e 48 horas. Esses resultados
indicam claramente que ndo houve consumo de glicose nos grupos experimentais nessa fase
1, face a presenca tanto dos extratos de propolis I, 11 e 11l estudados, como dos antissépticos
utilizados (Periogard, Listerine, Malvatricin e Parodontax), sugerindo, assim, um idéntico
efeito antimicrobiano dos mesmos.

No tocante a acdo dos enxaguatérios bucais a base de propolis, a analise dos
resultados dos grupos experimentais da primeira fase, indicando ndo ter havido consumo
algum de glicose, confirma que esse produto possui acdo antimicrobiana contra os patdgenos
bucais (IKENO et al., 1991; MORAES et al., 1996; OTA et al., 1996; PAMPLONA, 1997;
OTA et al., 1998; KOO et al., 1999). Os resultados obtidos estdo, portanto, de acordo com 0s

trabalhos que apontam a acdo antimicrobiana da propolis sobre a microbiota bucal, in vitro,
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representada, particularmente, pelos microrganismos Streptococcus sobrinus, Streptococcus
mutans, Streptococcus cricetus, Staphylococcus aureus, Staphyloccus epidermidis,
Lactobacillus sp, Candida albicans, Candida tropicalis, Prevotella intermedia, Prevotella
melaninogenica, Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Capnocytophaga gingivalis e Fusobacterium nucleatum (IKENO et al., 1991; MARCUCCI,
1996; MORAES et al., 1996; OTA et al., 1998; PARK, et al., 2000; ZARATE et al., 2000;
SFORCIN et al., 2001; GEBARA; LIMA; MAYER, 2002; DUARTE et al., 2003). Ha que se
ter em conta que, ao inibir a atividade da glicosiltransferase, a prépolis tem propriedade
antibacteriana, comprometendo a biossintese dos glucanos, conforme referem diversos
pesquisadores (OTA et al., 1998; PARK, et al., 1998; KOO et al., 2000). Além disso, alguns
flavondides e o CAPE sdo compostos fendlicos que possuem a capacidade de inibir o
crescimento e a divisdo celular, aumentar a permeabilidade da membrana e interferir na
motilidade dos microrganismos (MIRZOEVA; GRISHANIN; CALDER, 1997).

O fato de as propriedades bioldgicas da propolis estarem diretamente relacionadas
com a sua composicao quimica, que varia com o tipo de vegetacdo da regido, a época da
coleta, a técnica empregada, a espécie de abelha e o grau de africanizacdo da A. mellifera no
Brasil, induz a se admitir que a acdo antimicrobiana esteja intimamente relacionada com a
concentracdo e os tipos de flavondides, o CAPE, e mais especificamente em se tratando da
propolis do grupo 6 (Mata Atlantica), a qual possui relevante concentracdo de compostos
apolares (SFORCIN et al., 2001; PEREIRA, SEIXAS, AQUINO NETO, 2002).

Ao se analisarem os resultados obtidos em dois grupos experimentais (GExp, e
GEXxpy), deve-se registrar que a inibicdo causada pela clorexidina independeu da concentracéo
desse produto — GEXxp, (Periogard: clorexidina a 0,12%) e GExp (Parodontax: clorexidina a
0,20%) —, uma vez que a diferenca entre as taxas de glicose atribuidas a esses grupos nao foi

estatisticamente significativa nos trés tempos referenciais de experimentacdo (0, 24 e 48
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horas), como mostram a Tabela 1 e a Figura 5. E importante que continuem sendo tragados
novos desenhos experimentais, visando a confirmar, ou ndo, a possivel proximidade da
eficacia das concentragdes 0,12% e 0,20%, visto que a clorexidina em baixas concentragdes
foi considerada neste estudo bastante eficaz. Resguardada a compatibilidade entre as doses
clinicas necessarias e as respostas organicas esperadas, se esses resultados vierem a ser
confirmados in vivo, poder-se-a orientar a prescricao dessas solucbes em doses mais baixas
(0,12%), dado que se tera assegurada a mesma eficacia.

A inibicdo provocada pelo Listerine (GExps - Oh: 252,5 + 14,88; 24h: 240,9 +
13,79; 48h: 240,0 + 7,26) e pelo Malvatricin (GExps - Oh: 260,4 + 12,38; 24h: 251,5 + 12,99;
48h: 248,2 + 10,17) na primeira fase do estudo deveu-se, provavelmente, a presenca dos
principios ativos que constituem esses antissépticos frente aos microrganismos presentes na
saliva total de humanos empregada na realizacdo das experimentacGes. Avaliados 0s
componentes ativos do Listerine — timol, eucaliptol, salicilato de metila e mentol — e do
Malvatricin — quinosal, tirotricina e tintura malva —, observa-se que o timol e a tirotricina
s80 0s principais componentes quimicos antimicrobianos efetivos. O timol tem propriedade
desinfetante e fungicida, enquanto a tirotricina € um antibiético com acdo bactericida,
principalmente sobre microrganismos Gram-positivos (ARAUJO, 1996). Provavelmente, a
inibicdo bacteriana detectada na primeira fase deste estudo resultou do contato direto desses
principios ativos com a saliva total durante todo o periodo de incubacdo. Segundo Kubert e
colaboradores (1993), essas exposicdes de cepas bacterianas por curto espaco de tempo
produzem mudancas morfologicas significativas que podem estar associadas a morte
bacteriana, 0 que ajuda a explicar a alteracdo das atividades associadas a superficie dessas
celulas.

Os extratos de propolis I, 11 e Il revelaram inibi¢cdo do consumo de glicose, isto é,

efeito antibacteriano, similarmente a acdo dos produtos industrializados Periogard, Listerine,
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Malvatricin e Parodontax, farmacos largamente utilizados como antissépticos bucais
(SWERTS et al., 2002; SWERTS; COSTA; FIRINI, 2005). Ha de se enfatizar que a a¢do da
prépolis, enquanto antisseptico, apresenta a vantagem de ser esse agente um produto natural,
com maior diversidade molecular, ou seja, de possuir inUmeras substancias terapéuticas
compativeis com o metabolismo dos mamiferos em geral, o que reduz a possibilidade de
causar reagdes adversas aos tecidos bucais, em compara¢do com os produtos industrializados
testados (SWERTS, COSTA, FIRINI, 2005). N&o se pode perder de foco que essa agédo
benéfica ao homem esta diretamente vinculada a concentracdo e composicao desse produto.

Na segunda fase da presente pesquisa, modificou-se a metodologia mediante a
intervencao direta dos extratos de prépolis I, 11 e 11 na cavidade bucal através de enxagues.

Para a analise dos dados referentes a acéo inibidora dos extratos de propolis I, Il e
I11 foi considerado o referencial das taxas de glicose atribuidas ao grupo controle (GC,),
equivalente a saliva dos voluntarios coletada antes da realizacdo do bochecho com os extratos
de propolis.

De acordo com o protocolo experimental, a determinacdo da eficacia inibidora
bacteriana dos extratos de prépolis I, 11 e Il foi calculada em funcdo da concentracdo de
glicose determinada no GC,, nos tempos de incubacédo de 0, 24 e 48 horas. Para cada grupo
experimental (GExp,, GExpy e GExpy) avaliou-se, bioquimicamente, a possibilidade de
continuidade da inibicdo dos microrganismos presentes na saliva total, coletada zero, uma,
duas e trés horas ap0s 0 enxague.

Através da determinacdo das taxas de glicose pdde-se estimar a eficacia no GC,,
mediante a queda da taxa deste carboidrato, ao serem comparados os valores detectados no
tempo zero com aqueles dosados apds 24 e 48 horas de incubacdo (Oh: 128,8 + 1,22; 24h:
110,6 + 1,32; 48h: 97,0 + 1,32). Essas diferencas indicam um nitido consumo de glicose na

saliva total que ndo sofreu a influéncia de enxaglies com os extratos de prépolis. Os resultados



86

obtidos comprovam a confiabilidade da metodologia adotada neste estudo, através do
consumo de glicose na manutencdo do metabolismo energético dos microrganismos presentes
na saliva total.

Mediante a andlise do grupo controle e dos grupos experimentais, constatou-se
que, no tempo zero, as diferencas ndo sdo consideradas estatisticamente significativas, visto
que € neste tempo que a saliva entra em contato com a glicose, nos varios tempos de sua
coleta.

A avaliagéo dos resultados do grupo experimental em que foi utilizada o extrato
de prépolis | (GExp) revelou néo ter havido consumo de glicose com 24 horas de incubacao
da saliva total coletada imediatamente ap0s 0 enxaglie e com uma, duas e trés horas depois do
bochecho com esse extrato, uma vez que as taxas de glicose correspondentes ao GExp;, ao
serem comparadas com as taxas residuais atribuidas ao grupo controle (GC,), caracterizam a
eficacia do extrato de propolis I, conforme Tabela 3 e Figura 7. Esse produto natural,
proveniente da regido da Mata Atlantica e classificado como do grupo 6, que em sua forma
bruta é utilizado na fabricacdo do extrato, rico em compostos apolares, segundo o fabricante,
foi o empregado na realizacdo das experimentacdes do presente estudo. Provavelmente, esses
compostos apolares foram os responsaveis pela inibicdo da atividade dos microrganismos
presentes na saliva, conforme relatam Moura (2000), Alencar e colaboradores (2002), e
Duarte e colaboradores (2003). Entretanto 0 mecanismo de acdo antimicrobiana da prépolis
do grupo 6 ainda ndo esta claro e, aparentemente, é bastante complexo, podendo resultar do
efeito sinérgico com outros compostos presentes, ainda de acordo com Duarte e colaboradores
(2003).

O Ministério da Agricultura, 6rgdo responsavel pela regulamentacdo da
identificacdo e qualidade da propolis, determina que na composicdo dos extratos de propolis

haja uma concentracdo minima de 0,25% de flavondides, por ser um dos principiais
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responsaveis pela acdo antimicrobiana da prépolis mundial, mas ndo constam nessa
regulamentacdo dados sobre 0s compostos apolares presentes na propolis proveniente da Mata
Atlantica, que ndo possui na sua composicao flavondides agliconas, segundo os relatos de
Adelmann (2005). Ha que se destacar, também, que os fabricantes dos extratos de prépolis
ndo especificam detalhadamente a composicdo desses produtos naturais de diferentes
procedéncias.

A acdo antimicrobiana prolongada do extrato de prépolis | testada nas amostras de
saliva coletadas com zero, uma, duas e trés horas de enxagle evidenciou a potencialidade
farmacoldgica desse produto, além de sua extensdo até trés horas apds o enxagiie. Para um
antisseptico bucal prolongar o seu efeito na cavidade bucal se faz necessario que 0s seus
principios ativos fiquem aderidos a superficie bucal e sejam gradativamente liberados. Como
0 extrato de prépolis | (rico em compostos apolares) teve uma agdo antimicrobiana mais
prolongada do que os extratos de prépolis Il e 11l (ricos em flavondides e CAPE), pode-se
inferir que provavelmente os compostos apolares possuem uma aderéncia mais prolongada
aos tecidos bucais do que os flavonoides e 0 CAPE, sendo seu efeito antimicrobiano também
mais duradouro. Essa possibilidade de permanéncia resulta na liberacdo gradativa desses
compostos dos respectivos sitios de ligagdo (substantividade), assegurando, assim, maior
tempo de aderéncia desses produtos no meio bucal e prolongando, em conseqiiéncia, o contato
entre esses agentes quimicos e 0s microrganismos-alvos (THYLSTRUP; FEJERSKOV,
1995).

Ao se avaliar esse mesmo grupo experimental (GExp,) apds 48 horas de
incubacdo, comprovou-se ndo ter havido consumo de glicose nas amostras de saliva coletadas
em zero, uma e duas horas ap6s o enxagiie. Contudo, ao serem confrontados os resultados
obtidos para as amostras de saliva coletadas trés horas ap6s o bochecho com as taxas de

glicose determinadas no tempo zero e apos 48 horas de incubacdo, observou-se ter havido
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consumo desse aglcar. O decréscimo das taxas residuais desse substrato revelou que, trés
horas apds o0 enxagie, a substantividade do extrato de propolis | sofreu reducdo,
provavelmente causada pela renovagéo constante do fluido salivar no meio bucal, seguida, em
consequéncia, de reducdo gradativa da concentragdo desse produto natural, em decorréncia da
degluticdo da saliva pelos participantes da amostra. Isto permite que 0s microrganismos
voltem a se multiplicar e retomem o seu metabolismo energético, ainda que de forma lenta, no
tempo de trés horas ap6s o enxagiie. No meio bucal, a atividade antimicrobiana retorna
certamente a sua regularidade, a partir da adaptacdo e multiplicacdo gradativa dos
microrganismos, gracas a reducdo das taxas de propolis aos niveis considerados proximos a
zero (THYLSTRUP; FEJERSKOQV, 1995).

Os resultados atribuidos aos grupos experimentais em que 0s voluntarios
bochecharam com o extrato de prépolis Il e Il (GExp, e GExpy, respectivamente)
demonstraram que ndo houve consumo de glicose apds 24 horas de incubacdo da saliva total
coletada imediatamente ap0s o enxaglie ou ap6s uma, duas e trés horas (TABELA 4; TABELA
5; FIGURA 8; FIGURA 9). Esse fendmeno é sugestivo de atividade antimicrobiana efetiva.
Todavia, ao se confrontarem os resultados obtidos ap6s 48 horas de incubacgédo, observou-se
ter havido consumo de glicose referente a coleta da saliva realizada com uma, duas ou trés
horas apds 0 enxague com esses extratos. Esse achado parece demonstrar menor
potencialidade/substantividade dos extratos de propolis Il e 11l em comparacdo com o extrato
de prépolis 1, que so revelou essa reducdo nas amostras de saliva coletadas trés horas apds o
enxague.

O extrato de prépolis 11 é proveniente de uma mistura de varias prépolis coletadas
nos estados de Minas Gerais e Parana, ao passo que o extrato de prépolis 111 é proveniente do
Sudeste do Brasil. Ambos possuem em sua composicdo os flavonoides agliconas,

considerados responsaveis pela atividade antimicrobiana da prépolis conjuntamente com o
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CAPE, conforme informagdes dos fabricantes. Estes ndo esclarecem, porém, a classificagdo
quanto ao tipo de propolis e quais os flavondides presentes nos extratos e suas respectivas
concentragdes que justifiguem a acdo antimicrobiana. Até entdo, a efetiva acdo antimicrobiana
aceita cientificamente é atribuida aos flavondides pinocembrina, galangina, quercetina,
procianina, naringenina e gonidina (BANKOVA; POPOV; MAREKOV, 1983; MIRZOEVA;
GRISHANIN; CALDER, 1997).

Ao se observar a acdo antimicrobiana da prépolis, mediante a inibicdo do
consumo de glicose, as concentraces dos extratos de prépolis | (11%), 11(20%) e 111(30%)
parecem ndo ter se constituido no fator determinante para a maior
potencialidade/substantividade dessa atividade. A composi¢do desse produto bioldgico parece
ter sido significativamente mais importante na determinacdo dessa acao terapéutica, de acordo
com os achados resultantes do protocolo experimental estabelecido para a realizacdo do
presente trabalho. A propolis contendo compostos apolares demonstrou ser mais eficaz contra
0S microrganismos presentes na saliva total de humanos do que as outras duas constituidas de
flavondides, de acordo com as restritas informacdes sobre sua composicao prestadas pelos
respectivos fabricantes. Banskota e colaboradores (1998) e Bankova e colaboradores (1999)
propdem a realizacdo de testes quimicos combinados com testes bioldgicos, especialmente
antimicrobianos, objetivando avaliar e consolidar a eficacia farmacologica da propolis de
diferentes origens botanicas, com vistas ao controle de qualidade desses produtos.

O fato de os fabricantes informarem restritamente a composi¢cdo desses produtos
indica a importancia da realizacdo de diversos estudos, dentre 0s quais os bioguimicos, que
tenham por finalidade explicitar essa composicdo, para que se possa usufruir dos beneficios
desse produto natural, tendo-se em conta sua prescricdo nas mais baixas concentracfes ou a
indicacdo de extratos mais concentrados, desde que seja justificavel sua indicacdo em funcéo

da acdo terapéutica dos seus componentes. Assim, faz-se necessaria uma rigorosa avaliacao e
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ampla divulgacdo da composicdo da propolis a ser comercializada em fungcdo de sua
procedéncia, da concentracdo de seus principios ativos e da sua potencialidade e
substantividade, com o intuito de serem asseguradas suas propriedades terapéuticas,

particularmente na Odontologia, no tocante aos enxaguatorios e dentifricios.
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7 CONCLUSAO
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Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo bioquimico experimental

realizado in vitro, pode-se concluir que:

1°) os extratos de prépolis I, 1l e 1l revelaram a mesma eficacia antimicrobiana,
em comparagdo com a dos produtos industrializados Periogard, Listerine, Malvatricin e

Parodontax;

2°) o extrato de prépolis I € o mais indicado clinicamente em Odontologia, uma
vez que, além de sua concentracdo ser mais baixa, possui eficacia antimicrobiana mais
prolongada em comparagcdo com os extratos de propolis 11 e 111, o que decorre da presenca de

compostos apolares em sua composigéo.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UFBA)

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
b N IORG 0003460, April 1, 2004 — IRB 00004123, April 8, 2007
= i Rua Padre Feijé 240, Canela - Ambulatério Magalhdes Neto 3.° andar, Curso de Pés-Graduagdo em Medicina e Satide.
N\ TR T Cep: 40.160-170 - Salvador, BA. Telefax.: (71) 203-2740 E-MAIL: cep_mco@yahoo.com.br

PARECER/RESOLUCAO N.° 93/2006

Registro CEP. 99 — 08.08.06.

Titulo do Projeto. “Avaliacio in vitro da a¢io farmacolégica e bioquimica da propolis
frente aos microrganismos presentes na saliva total de humanos”.

Patrocinio/Financiamento. Recurso proprios.

Pesquisadora Responsivel. Cinthia Coelho Simdes, Mestra em Odontologia e concluinte do
Curso de Pés-graduagio em Medicina e Saide em Odontologia. Professor-Orientador.
Roberto Paulo Correia de Araujo, Livre Docente. “Curricula Vitae” apensos.

Instituicdo. Instituto de Ciéncias da Satde, Universidade Federal da Bahia, ICS/UFBA.
Area do Conhecimento. 4.02, Nivel N, Grupo 111.

Objetivos. Avaliar, in vifro, a atividade bioquimica, microbiologica e farmacologica de
diferentes concentra¢des de extrato de propolis frente aos microrganismos presentes na saliva
total de seres humanos, comparativamente a eficacia aos produtos industrializados digluconato
de clorexidina, tirotricina e timol. Especificos. Determinar, in vitro, a eficacia de diferentes
concentragdes de extrato de propolis, em comparagdo aos produtos industrializados Listerine,
Malvatricim, Paradontax e Periogard, através do teste bioquimico de consumo de glicose pelos
microrganismos presentes na saliva total de humanos; determinar in vivo in vitro a eficacia anti-
séptica das diferentes concentragdes de extrato de propolis, através do consumo de glicose pelos
microrganismos presentes na saliva de seres humanos, coletada imediatamente apos o enxagiie e
com 1, 3 e 5 horas apos 0 mesmo, nos tempos de 0, 24 e 48 horas.

Sumario. O Presente estudo de natureza experimental, laboratorial, avaliard a agdo, in vitro, de
diferentes concentragdes de extrato de propolis em relagdo a produtos industrializados de
clorexidina, tiroticina e do timol, sobre microrganismo presentes na saliva total de seres
humanos, sendo analisados através de testes bioquimico e testes bacteriologicos.

Para a realizagdo deste estudo serdo selecionados 10 (dez) doadores de saliva que atenderdo as
exigéncias de um nimero minimo de 24 (vinte e quatro) dentes, que realizem controle da placa
bacteriana regularmente e em condigdes satisfatorias de saude bucal, sem presenca de lesdes de
gripe e sangramento gengival. Além disso, os voluntarios serdo submetidos a exame salivar
(KRASSE, 1988) para avaliagio do fluxo e da capacidade de tamponamento da saliva.

Face a natureza do estudo comparativo com produtos comercializados e respectivo
processamento laboratorial em duas fases, inexiste formagdes de grupos, Cronograma,
Orgamento e Referéncia Bibliograficas anexas.
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Comentirios. Estudo a ser realizado em laboratorio, limitando-se os “sujeitos de pesquisa” a
fornecerem saliva por duas vezes, a ltima apos “bochecho”, e abrangera 10 (dez) participantes,
(na Folha de Rosto consta 30 (trinta)), para, em 02 (duas) fases, serem procedidas as
comparagde. O Termo de Consentimento Livre e Pré-Esclarecido, “TCLPE”, € ético,
necessitando apenas de nele constar o enderego e o telefone deste CEP para eventual consulta
pelos participantes quanto a condugdo da pesquisa. Protocolo aprovavel, com satisfacdo prévia
das recomendagdes sobre o esclarecimento do nimero real de amostra, (com 30 (trinta) ndo seria
pouco?), e o acréscimo, no “TCLPE” , dos dados deste Institucional.

& ~W i) 7; eS \
W fZJ / # W oY fetd VOV U EE Salvador, D?ﬁ{de agosto de 2006.

/‘ Prof Dr. Antonio dos Santos Barrats
- ) Coordenaoo:doComédeEtica

em Pesquisas Humana
MCQ - Universidate Federal da Bahia

rdenador.

Observa¢io importante. Toda a documentagdo anexa ao Protocolo proposto e rubricada pelo
(a) Pesquisador (a), arquivada neste CEP, e também a outra devolvida com a rubrica da
Secretaria deste (a) ao (a) mesmo (a), faz parte intrinseca deste Parecer/Resolugdo e nas
“Recomendagdes Adicionais” apensas, bem como a impostergivel entrega de relatorios
parciais e final como consta nesta liberacio, (Modelo de Redagdo para Relatorio de Pesquisa,
anexo).
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Eu, Cinthia Coelho Simdes, estou fazendo uma pesquisa com o titulo de “Estudo
bioquimico da acdo da propolis frente aos microrganismos presentes na saliva de humanos”,
com o0 objetivo de avaliar, em laboratério, a acdo da prépolis como antisséptico e
antiinflamatério, no combate a doencas da boca, provocadas por bactérias presentes na saliva .

A prépolis € um produto produzido pelas abelhas e utilizadas pelo homem como
remédio natural para gripes, tosse, etc.

O senhor(a) que concordar em participar desta pesquisa, passara por exame clinico
odontologico, e tera que suspender a higiene da boca por 12 a 14 horas (néo utilizar escova de
dente, fio dental, pasta de dente, palito, enxaguatorio bucal). Depois deste tempo, 0 senhor(a)
comparecera ao laboratorio de Bioquimica Oral do Instituto de Ciéncia da Saude, da
Universidade Federal da Bahia, localizado na rua Reitor Miguel Calmon, s/n, Vale do Canela,
em horario marcado, para a doacdo de saliva.

A nédo higienizacdo da boca durante este tempo, pode provocar a formacdo de uma
massa esbranquicada, composta de restos de alimentos e bactérias, localizada sobre os dentes
e na lingua, provocando mal halito e inflamacdo da gengiva.

Na primeira fase do experimento, apos a suspensdo da higiene bucal, os voluntarios
apenas doaram saliva. J& na segunda fase do experimento, os voluntarios além da doacéo de
saliva, terdo que bochechar extrato de propolis diluido em agua.

ApoOs a doacdo da saliva o senhor(a) recebera instrucdes de higienizacdo para o
restabelecimento da saude da boca e ndo participara de qualquer outra fase do estudo, além
das citadas acima.

Todos os resultados da pesquisas serdo arquivados por mim, com sigilo, sendo
utilizados apenas para fins cientificos, sem revelar a identidade dos participantes.

Esclareco que o senhor(a) tem plena liberdade de recusar a participar desta pesquisa
ou mesmo desistir a qualquer momento, sem nenhum prejuizo para o voluntério.

Esclareco também, que estarei a sua disposicdo pessoalmente ou pelo telefone

(0xx71)3451-3305, para tirar qualquer duavida em relacdo a pesquisa.
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Assim, estando de acordo em ser um dos voluntarios deste estudo, peco ao
senhor(a) , portador(a) do

RG , emitido , que assine em duas vias deste documento, 0

que sera feito também por mim, ficando uma via com o senhor e a outra comigo.

Salvador, , \

(Assinatura do voluntario)

(Assinatura da autora da pesquisa)

Deseja conhecer o resultado da pesquisa?

Sim Nao




