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RESUMO

Valverde BS. Caracterizagéo e avaliagéo in vitro da atividade antibacteriana de
Vidro Bioativo Sistema Si:Ca:P obtido por Sol-Gel e dopado com propolis
verde de Apis mellifera. Campo Grande; 2011. [Dissertacdo — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sull.

As biocerdmicas possuem aplicagcbes na Odontologia devido as suas
excepcionais propriedades biologicas. O vidro bioativo (VB) tem sido amplamente
estudado e utilizado em Periodontia, apresentando atividade antimicrobiana, fungédo
osteocondutora e biocompatibilidade. A capacidade de VBs serem acrescidos de
substancias antimicrobianas possibilitou sua associacdo a prépolis verde, produto
originado das abelhas (Apis Mellifera), com comprovada eficicia antimicrobiana e
antiinflamatoria. Este estudo teve por objetivo incorporar ao VB, em proporgéo 1:10,
extratos de prépolis verde (EPV) a 30%, fracionados por particdo liquido-liquido em
diferentes veiculos (hexano, acetato de etila, hidroalcodlico). Foram realizadas a
caracterizacdo fisica e avaliacdo de seu potencial antimicrobiano, através de testes
de Concentragdo inibitéria minima (CIM) e curva de morte pela técnica pour plate
contra Escherischia coli (E. coli) ATCC 25922 e Staphylococcus aureus (S. aureus)
ATCC 25923. Realizou-se in vitro a formagéo de biofilmes periodontopatogénicos
sobre placas de poliestireno e avaliou-se seu potencial em inibir o crescimento. Os
resultados quimicos mostraram que a propolis verde possui grande quantidade de
compostos fendlicos, como flavondides. Fato comprovado pela caracterizacéo fisica
por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), onde se verificou a presencga de
distintas substancias em cada uma das fracbes do EPV. Nos testes de CIM, todas
as fragBes apresentaram atividade antimicrobiana sobre as bactérias testadas. O VB
mostrou-se eficiente como bacteriostatico, assim como a associagdo VB/EPV. Em
relacdo ao biofiime, o VB promoveu sua eliminacdo, o que n&do ocorreu na
associacdo VB/EPV. Concluiu-se que é possivel associar o extrato de propolis verde
ao VB, porém este perde a sua atividade de destruicdo de biofilme possivelmente
devido a reacdo de neutralizagdo, mantendo a atividade antimicrobiana. Outros
testes in vitro s&o necessarios para garantir seu uso in vivo.

Palavras — chave: propolis; vidro bioativo; doencgas da boca.



ABSTRACT

Valverde BS. Characterization and in vitro evaluation of antibacterial activity of
bioactive glass system Si: Ca: P obtained by Sol-Gel doped and propolis of
Apis mellifera. Campo Grande; 2011. [Dissertation — Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul].

The bioceramics have applications in dentistry because of its exceptional
biological properties. The bioactive glass (BG) has been widely studied and usedin
Periodontics, with antimicrobial activity, biocompatibility and osteoconductive
function. The ability of the bioactive glass to be antimicrobial allowed its association
with propolis, a product derived from the bees (Apis mellifera), with
proven antimicrobial and anti-inflammatory efficacy. This study aimed to
incorporate the bioactive glass in 1:10, extracts of green propolis (EGP) at
30%, fractionated by liquid-liquid partition in different vehicles (hexane, ethyl
acetate, hydroalcoholic). It has been performed the physical characterization and
evaluation of their antimicrobial potential, through tests of Minimum inhibitory
concentration (MIC) and death curve technique against pour plate
Escherischia coli (E. coli) ATCC 25922 and Staphylococcus aureus (S. aureus)
ATCC 25923. It has been conducted in vitro periodontal biofilm formation on
polystyrene plate and evaluated their potential to inhibit growth. The chemical
results showed that propolis has a large amount of phenolic compounds such
as flavonoids. This was verified by physical characterization by Differential Scanning
Calorimetry (DSC), which verified the presence of different substances in each of the
fractions of EGP. In MIC tests, all fractions showed antimicrobial activity on
bacteria tested. The BG was efficient as a bactericide, as well as the association BG
/IEGP. Regarding the biofilm, promoted its elimination, which did not occur in the
association BG / EGP. It is possible to associate the green propolis extract the BG,
but it loses its ability to destroy the biofilm activity, possibly due to neutralization
reaction, maintaining the antimicrobial activity. Other in vitro tests are needed to
ensure its use in vivo.

Keys — words: propolis; bioactive glass, mouth diseases.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal € uma das patologias orais que mais acometem a
populagédo brasileira, causando danos muitas vezes irreversiveis. Chambrone (1993)
analisou trabalhos apresentados sobre prevaléncia da doenga periodontal no Brasil,
concluindo que 86,57% das pessoas apresentam alguma alteracdo gengival ou
periodontal, sendo minimas as chances de se encontrar pacientes com todas as
unidades gengivais e periodontais clinicamente saudaveis, destacando a importancia
de estudos inerentes a prevencao e tratamento desta patologia.

Esses dados sdo comprovados pelos ultimos resultados do levantamento
epidemiolégico SB Brasil 2003, realizado pelo Ministério da Salude, que mostra
prevaléncia de 53,8% da doenca periodontal nas idades de 15 a 19 anos; 78,1% na
faixa etaria de 35 a 44 anos e 92,1% entre 65 e 74 anos, 0 que resulta em aumento
da prevaléncia em raz&o diretamente proporcional & idade (BRASIL, 2004)

A saude gengival, em geral, € caracterizada histologicamente por um
equilibrio entre a microbiota existente e os fatores de resisténcia do hospedeiro.
Quando ocorre um desarranjo desse equilibrio, ha o desenvolvimento das doencgas
periodontais. As patologias mais comuns s8o a gengivite, uma alteragcédo patolégica
limitada aos tecidos moles, sem afetar as fibras do ligamento periodontal, cemento e
0sso alveolar, portanto sem perda de inser¢do, e a periodontite, que afeta toda a
estrutura de suporte do dente, havendo um processo inflamatério que gera a
migracédo apical do epitélio juncional, perda de insercéo e da crista alveolar, podendo
haver mobilidade dentéria e eventual perda do dente (NERCOLINI, 2004).

O fator etiolégico responsavel por desencadear a doenca periodontal é a
placa bacteriana, ou biofilme dental, um depdsito bacteriano de ocorréncia natural
associado a superficie do dente (BONIFACIO et al, 1999), sendo evidente a
necessidade de se controlar a sua formagéo para manutencdo da saude periodontal.

O tratamento periodontal tem o objetivo de eliminar a doenca através do
controle de infecgdo com a raspagem e o alisamento radicular, e corrigir os defeitos
anatomicos causados pela evolugcéo da patologia, por meio da regeneracdo das
estruturas de suporte do dente. Os métodos mais utilizados sdo os enxertos 6sseos,
que podem ser autégenos, alébgenos ou xendgenos; a regeneracao tecidual guiada
(RTG) e o uso de materiais aloplasticos. Entre estes ultimos, esta o Vidro Bioativo

(vB), uma ceramica caracterizada por sua fungdo osteocondutora e



osteoestimulatoria e por ter a propriedade de adesdo 6ssea, além de induzir a
neoformacdo de cemento e formacdo de novas inser¢coes (NASSER-NETO et al.,
2008).

Outra caracteristica bioldgica importante do Vidro Bioativo é sua capacidade
antimicrobiana. Thomas et al., em 2005, afirmaram que o potencial do VB néo foi
totalmente descoberto. E destacam suas propriedades antimicrobianas e
antiinflamatorias, principalmente na aplicacao clinica periodontal.

O Vidro Bioativo pode ser acrescido de substancias de interesse na promogao
de homeostasia organica. Durante o processo de dissolucdo dos fluidos corporais, a
liberacdo destas substancias pode ser controlada de acordo com a formulagdo deste
biomaterial. Estas drogas incluem agentes para controlar infecgdes, inflamagdes,
promog¢éo de crescimento 0sseo, proteinas morfogenéticas, fatores de crescimento
e outros agentes osteogénicos (GUPTA & KUMAR, 2008).

Vérias substancias tém sido utilizadas no controle da placa, como digluconato
de clorexidina, compostos fendlicos, cloreto de cetilpiridinio e triclosan, porém a
necessidade de se usar um componente eficaz associado a uma sustancia natural
com boa compatibilidade e que apresente um valor econdmico favoravel incentivou a
introducéo da propolis na Odontologia.

Tém-se demonstrado a capacidade da propolis em ser usada como adjuvante
no tratamento das doencas periodontais, possuindo agdo antimicrobiana
comprovada por testes in vitro contra patdgenos periodontais e micro-organismos
superinfectantes (GEBARA et al., 2002). Trata-se de uma substancia utilizada
empiricamente desde o Egito antigo, devido as suas propriedades terapéuticas.
Dentre estas, destacam-se a atividade anti-inflamatoéria, cicatrizante, anestésica e
antisséptica, mostrando que esta pode se tornar uma alternativa eficaz aos
medicamentos utilizados rotineiramente na Periodontia, visando o controle e o
tratamento periodontal, com uma boa relacdo custo-beneficio (GALVAO & GALVAO,
2003).

Ha relatos da existéncia de alguns tipos diferentes de prépolis relacionadas a
variagfes na cor e aroma, associadas a diversidade da flora brasileira. Salatino et al.
(2005), analisando a origem e variagbes quimicas das propolis brasileiras,
encontraram um tipo com grande aceitacdo mundial, a prépolis verde, que pode ser
encontrada em diferentes regides brasileiras. Dependendo da vegetacdo existente

no local, pode ser derivada principalmente do alecrim do campo (Baccharis



dracunculifolia), pinheiro do Parand (Araucaria angustifolia) ou do eucalipto
(Eucalyptus citriodora), apresentando excelentes propriedades antimicrobianas e
antioxidantes.

Até o momento, pouco se sabe sobre a real capacidade do VB ser utilizado
como agente antimicrobiano, visto que, clinicamente seu uso em Periodontia se
restringe ao tratamento de defeitos 6sseo. E ndo foram encontradas citacdes na
literatura sobre associagdo da propolis na composi¢ao de vidros bioativos. Com isso,
o desenvolvimento de biomateriais odontoldégicos que possam unir a capacidade
antimicrobiana e antiinflamatéria & funcdo osteocondutora nos parece promissor,
frente & gravidade do desenvolvimento da doenca periodontal e & dificuldade de
tratamento e regeneracao das partes perdidas por esta patologia.

Assim, este trabalho se propde a avaliar, in vitro, a atividade antibacteriana do
vidro bioativo puro e associado a propolis, visando futuramente estudos in vivo no

tratamento dessa patologia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiopatogenia da doenga periodontal

O biofilme, ou placa dental, € uma massa de consisténcia gelatinosa,
constituida de polissacarideos e proteinas, onde estdo aderidos micro-organismos e
seus produtos. Desta forma, ficam protegidos da acdo de substancias quimicas e
antimicrobianas, o que dificulta sua eliminagdo, pois o biofiilme € muito mais
resistente as defesas do hospedeiro do que a forma planctbnica dos micro-
organismos. A presenca do biofilme tem relagéo direta com o estado da doencga
periodontal sendo que, quando patogénico, h& liberacdo de produtos danosos e
toxinas, causando assim danos aos tecidos. Fatores relacionados com o hospedeiro
também podem predispor o surgimento desta patologia, como diabetes, tabagismo,
predisposicdo hereditéria e fatores hormonais decorrentes da puberdade, gravidez e
menopausa (BONIFACIO et al., 1999).

Pitss et al., em 2003, evidenciaram que os biofilmes organizados conferem
uma maior protecdo as bactérias contra os agentes antimicrobianos e biocidas em
geral do que as formas planctdnicas dos micro-organismos. Isto se deve ao fato
desta organizacdo propiciar um maior potencial de viruléncia e resisténcia fisico-
quimica dos micro-organismos em relagdo aqueles que o constituem em forma livre.
Este fato revela a importancia da realizagcdo de testes de inibicdo da formacéo e
destruicdo dos biofilmes in vitro, além dos tradicionais testes de determinacdo da
Concentragéo Inibitoria Minima (CIM).

Duarte (2003) caracterizou basicamente a periodontite como uma evolugéo da
doencga periodontal que gera a perda 0ssea e um aprofundamento do sulco gengival,
denominado “bolsa”, que se torna um fator anatomico de reten¢c&o, aumentando 0s
riscos de progressdo da doenca, pelo fato de servir como reservatério natural de
proliferagéo bacteriana.

Carranza et al. (2004) dividem o periodonto em quatro estruturas: gengiva,
cemento, ligamento periodontal e osso alveolar. A gengiva € uma estrutura de
protecéo, recobrindo os processos alveolares e o colo dos dentes, sendo divida em
marginal, inserida e areas interdentérias. O ligamento periodontal, o cemento e o

0sso alveolar formam o aparelho de inser¢do, cuja funcdo principal é distribuir e



absorver as forcas geradas. O ligamento periodontal circunda as raizes dos dentes e
0S une ao 0sso alveolar, possuindo fungdes formadoras, remodeladoras, nutricionais
e sensoriais. O cemento é um tecido mineralizado especializado que reveste as
superficies radiculares dos dentes; o 0sso alveolar propriamente dito € uma placa
0ssea compacta.

Na cavidade oral estdo presentes diversas espécies de micro-organismos, que
de forma natural compBem uma microbiota extremamente diversificada. Varios
fatores podem gerar o desequilibrio desta, levando a alguma patologia bucal, sendo
a doenga periodontal umas das mais prevalentes e complexas quanto a origem,
tratamento, controle e classificagédo (NERCOLINI, 2004).

De acordo com Neville et al. (2004), a doenca periodontal (DP) & uma
inflamagc@o do tecido gengival, associada a perda de inser¢cdo do ligamento
periodontal e de suporte dsseo, diferenciando-se assim da gengivite, que se refere a
uma inflamagé&o limitada aos tecidos moles, ndo incluindo processos inflamatorios
que abrangem crista alveolar, ligamento periodontal e cemento. O biofilme dental € o
principal fator etiolégico da doenca periodontal e a presenca deste, por si sO, ndo
ocasiona a doencga, pois faz parte da microbiota humana, existindo uma grande
diferenga no contetdo da placa em &reas de periodonto doente e saudavel. A teoria
da placa especifica esclarece que nem todos 0s micro-organismos orais sao
periodontopatogénicos, havendo a necessidade de bactérias especificas da doenca
periodontal estarem presentes na placa para o desenvolvimento da patologia. As
bactérias mais frequentemente associadas a doenca periodontal sdo a Actinobacillus
actinomycetemcomitans e a Porphyromonas gingivalis. Outros fatores do hospedeiro
podem estar relacionados com o aparecimento da doenga, sendo determinantes na
sua presenga e severidade, tais como o tabagismo, a diabetes, a predisposi¢éo
hereditaria, problemas cardiovasculares e alteracdes do sistema enddcrino.

A formacgao do biofilme dental ocorre de forma sequencial, sendo que na fase
de colonizagéo inicial, que se processa no periodo de menos de uma a oito horas
apds a limpeza profissional dos dentes, ocorre a fixagdo bacteriana a superficie
dental banhada pela glicoproteina salivar. Espécies do género Streptococcus
constituem 60 a 80% dos colonizadores iniciais, entre eles, S. sanguis, S. oralis, S.
gordonii, S. mitis, enquanto espécies de Actinomyces aparecem na proporcdo de 5 a
30%, principalmente o A. naeslundii. Na fase de acumulag&o ou estruturagdo, etapa

posterior e mais complexa, ocorre a multiplicagdo dos colonizadores iniciais e



adesdo de novas células, com a co-agregacdo homotipica e co-agregacao
heterotipica. A placa supragengival, associada a gengivite, apresenta uma sucessao
bacteriana em relacdo a presente no estado de saude. Normalmente, a placa
supragengival é caracterizada pela propor¢do de 40 a 55% de gram-positivos, 45 a
60 % de gram-negativos, 50 % de anaerodbios facultativos e 50% de anaerobios
estritos. Na placa subgengival, associada a periodontite, ocorre um aumento de
gram-negativos (75%), anaerdbios estritos (80 a 90%) e de espiroquetas (30%)
(LORENZO, 2004).

Silva (2006a) estudou a prevaléncia de diversas bactérias que compdem a
microbiota subgengival em pacientes com periodontite, comprovando que ha grande
heterogeneidade da populacdo de micro-organismos de pacientes com diferentes
graus de periodontite. Houve a deteccdo de 50 espécies bacterianas diferentes, com
todos os pacientes demonstrando altos indices de bacilos anaerdbios gram-

negativos, associados com estado da doenca ativa.

2.2 Formas de controle e tratamento da doenga periodontal

A desmotivagdo das pessoas em relagdo a higiene oral, devido ao tempo
limitado ao longo do dia, é frequente, sendo indicado o uso de substancias
antimicrobianas no intuito de compensar esta falha. Segundo Silva & Alves (2000), a
higienizacéo bucal com uso do fio dental e escovagdo séo essenciais na redugéo da
placa dentaria, porém muitas vezes insuficientes para impedir a fermentagdo dos
restos de placa presentes em lugares inacessiveis. A associagdo de métodos
preventivos é importante para manutencdo da saude oral, onde bochechos com
solugdes antissépticas podem ser indicados em alguns casos como
complementacéo da higiene bucal.

O controle da placa bacteriana pode ser realizado por meios mecanicos e
quimicos, sendo de fundamental importancia para a prevencdo, tratamento e
manutencdo do processo de saude periodontal. No controle quimico, diversas
substancias podem ser utilizadas, tais como antissépticos, antibiéticos, enzimas,
agentes ndo enzimaticos que alteram o metabolismo bacteriano e substancias que
interferem na adeséo dos micro-organismos (CHIPIANOTTO, 2000).

Os dentes que apresentam leséo de furca possuem uma topografia bastante

critica na regido, tornando os procedimentos mecéanicos de dificil execugdo. A



terapia periodontal consiste em estacionar a DP e regenerar as areas perdidas
(cemento radicular, ligamento periodontal e o0sso alveolar), através de
procedimentos regenerativos. A caracteristica de cicatrizacdo ap0s a cirurgia
periodontal € determinada pelo tipo de célula que repovoa a area perdida, podendo
ter origem do tecido epitelial, conjuntivo, 6ssea e do ligamento periodontal
(MARTINS et al., 2001)

Dottori et al., em 2002, com o objetivo de aglutinar dados encontrados na
literatura referentes ao controle quimico da placa bacteriana, verificou a eficacia de
enxaguantes bucais como a clorexidina, compostos fendlicos e cloreto de
cetilpiridimio. Concluiram que, dentre os enxaguantes analisados, a clorexidina € o
melhor antimicrobiano para a diminuicdo da placa bacteriana, possuindo efeitos
bactericidas e bacteriostéticos, além de um amplo espectro de acdo. Porém, os seus
efeitos colaterais limitam seu uso prolongado, sendo importante ressaltar que a
utilizagc&o por muito tempo pode ocasionar alteragdes no paladar, sensacéo de gosto
metalico, gosto amargo, perda da sensibilidade oral, descama¢do na mucosa,
manchas acastanhadas nos dentes, em restauracdes ou no dorso da lingua,
alteracOes estas que séo reversiveis apos a interrup¢éo do uso.

O tratamento da doenca periodontal inclui uma terapéutica basica de
instrucdo de higiene oral e motivagdo do paciente, associado a procedimentos de
raspagem e alisamento radicular. Muitas vezes, mostra-se necessario utilizar algum
medicamento com capacidade de diminuir a quantidade de micro-organismos e
amenizar o processo inflamatério na cavidade oral, a fim de reparar os tecidos e
melhorar a sintomatologia (MARQUES & GALVAO, 2003).

Em estagios mais avancados da doenca periodontal, onde é observada a
perda de insercéo epitelial, reabsor¢bes 6sseas e aumento da bolsa gengival, é
necessaria a realizagdo de tratamentos mais complexos como as terapias
regenerativas, regeneragdo 6ssea guiada e regeneracao tecidual guiada, que visam
o controle da doenga buscando paralelamente a neoformacédo 6ssea (SWERTS &
MEDEIRQOS, 2003).

Quando ha progressdo da doenca periodontal, a inflamacdo gengival se
estende aos tecidos periodontais de suporte ocasionando perda de insercéo clinica
associada a perda 6ssea. O processo destrutivo ocorre em dentes unirradiculares e
multirradiculares, neste Gltimo envolvendo bifurcacdes e trifurcagfes, resultando na

denominada lesado de furca, onde é classificada de acordo com a destruicdo 0ssea,



grau 1 (perda dssea horizontal, ndo excedendo 1/3 da largura do dente), grau 2
(perda Gssea horizontal excedendo 1/3 da largura do dente, mas sem envolver toda
area de furca), grau 3 ( destruicao horizontal lado a lado dos tecidos de suporte na
area de furca. Para o tratamento desses defeitos, as técnicas regenerativas sao
muito utilizadas. A técnica de regeneracao tecidual guiada consiste em colocar uma
barreira oclusiva, formando um espaco entre a membrana e a superficie radicular,
para que as células do ligamento periodontal se repovoem. Impedindo que o tecido
conjuntivo e epitelial entre em contato com a raiz, e promova assim a regeneragao
do periodonto de insercdo. Varios tipos de membranas tem sido utilizadas, sendo
elas reabsorviveis (membrana de colageno, acido polilatico, acido poliglicélico,
Vicryl, monémero de fibrina e elastina) e ndo reabsorviveis (membrana de
politetrafluoretileno expandido e celulose (LINDHE, 2005).

A severidade das doengas periodontais pode ser estabilizada por diversas
modalidades terapéuticas, independentemente da conduta escolhida. A tetraciclina €
um antimicrobiano bacteriostatico, efetivo contra bactérias gram-positivas e
negativas, e o mais descrito e empregado como coadjuvante no tratamento
periodontal, especialmente na periodontite. O uso da tetraciclina pode ser sistémico,
aplicacdo local com irrigagédo intra-bolsa ou associado ao aparelho de liberagédo
lenta, que oferece a vantagem da manutencdo da concentracdo do farmaco na
bolsa. Isto permite que a dosagem seja mantida baixa, reduzindo os riscos de efeitos
colaterais e a possivel resisténcia microbiana, visto que a difuséo destes agentes no
interior do biofilme subgengival torna-se prejudicada e sua atividade em bolsa
periodontal profunda pode ser reduzida (PEDRON et al., 2007)

Marinho & Araujo (2007) realizaram uma revisdo de literatura sobre os
enxaguatorios bucais utilizados na periodontia, observando que o controle quimico
da placa bacteriana é importante para manutencao da saude periodontal, auxiliando
0s métodos mecanicos e diminuindo o nimero de micro-organismos patogénicos na
cavidade oral. Os resultados dos estudos com enxaguatérios bucais fitoterapicos
mostram a importancia e a necessidade de se avaliar meios alternativos e
economicamente viaveis para o controle da placa bacteriana, facilitando o acesso
das populagBes mais carentes aos enxaguatoérios bucais.

Ditterich et al., em 2007, avaliaram a atividade antimicrobiana de 7 dentifricios
gue possuem substancias naturais na composi¢cdo, entre eles Sorriso Herbal com

prépolis e Sorriso Jua com prépolis. O teste foi realizado em placas de agar



semeado com bactérias da saliva total e S. aureus e E. coli. Os resultados foram
verificados através da formacao de halos de inibicdo, demonstrando que todos os
dentifricios testados foram efetivos contra os micro-organismos isolados. Contra a
saliva total apenas o Colgate Herbal e o Sorriso Jua com prépolis ndo apresentaram
halo de inibi¢éo.

A clorexidina é uma bisguanida catidnica, disponivel principalmente na forma
de sais de digluconato. Apresenta amplo espectro de acdo, substantividade e
excelente atividade, sendo o antisséptico bucal aclamado como padrao ouro no
controle da placa bacteriana. Moreira et al. (2008) verificaram a atividade da
clorexidina sobre o crescimento e producéo de placa in vitro de estreptococos do
grupo mutans e de outros micro- organismos da saliva. O teste utilizou tubos com
meio de cultura previamente misturado com a clorexidina a 0,12%. Os resultados
confirmaram a atividade antimicrobiana da substancia devido a inibicdo do
crescimento de S. mutans, leveduras e outros micro-organismos. Em relacdo a
formagdo de biofilme, 75% dos tubos ndo apresentaram formagdo de placa
bacteriana. Concluiu-se que a clorexidina pode ser indicada para o controle de
biofilme dental e para patologias relacionadas com sua presenca, desde que
utilizada de forma criteriosa, devido aos seus efeitos adversos.

Moreira et al. (2009) em estudo in vitro, avaliaram a atividade antimicrobiana
dos principais antissépticos bucais utilizados presentes no comércio, sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, Pseudomonas aeruginosa ATCC 115442,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e bactérias obtidas de
uma amostra de saliva de 10 individuos. A técnica utilizada foi de difusdao em agar
pelo método da placa com orificio, com incubagdo a 37° C em aerobiose e
microaerofilia. Para avaliacdo dos resultados, observaram a formacgéo de halos de
inibicdo de crescimento. Os antissépticos com timol (Listerine®) e com fllor
associado ao xilitol (Flior Mint®) ndo apresentaram atividade sobre as bactérias
utilizadas. Os que continham cetilpiridinio (Cepacol® e Oral B®) ndo apresentaram
atividade sobre Pseudomonas aeruginosa, enquanto os com malva (Malvatricin®), a
atividade néo foi observada sobre P. aeruginosa, S. mutans e bactérias da saliva. Os
demais enxaguatérios, triclosan com flaor (Plax®), peroxido de hidrogénio (Peroxil®)
e clorexidina (Periogard® e Parodontax®) foram os mais efetivos, observando o
diametro dos halos de inibicao. Os resultados mostraram que os antissépticos cuja

atividade foi observada nas bactérias utilizadas podem ser uma opcéao



complementar para o controle do biofilme e infeccbes, quando utilizados com critério
ou quando os métodos convencionais ndo se mostrarem efetivos. O seu uso
indiscriminado pode gerar o desequilibrio da microbiota e estimular micro-
organismos resistentes.

A leséo de furca, que ocorre em dentes bi ou multirradiculares, é decorrente
da reabsorcdo Ossea e perda de inser¢cdo no espago inter-radicular, podendo
ocasionar a perda dentaria quando o tratamento adequado néo € realizado. Ribeiro
et al., em 2009, através de revisdo de literatura, discutiram os tratamentos possiveis
para lesbes de furca grau Ill, concluindo que o tratamento destas lesdes é possivel,
por meio de tunelizagdo, terapia ressectiva ou substituicdo por implantes dentais.
Isso quando o tratamento é planejado e eleito 0 mais adequado para cada paciente.
Visto que o tratamento e manutengcdo em longo prazo de lesdes de furca séo
bastante dificeis devido & anatomia da regido que dificulta o acesso pelo profissional
e pelo paciente para o efetivo controle de placa.

Segundo Biscarde et al. (2010), as evidéncias na literatura favorecem a
associagdo amoxicilina e metronidazol, sendo na maioria dos casos a primeira
escolha de anbioticoterapia em periodontia. Pois essa associagdo tem efeito
sinérgico contra periodonto patégenos. A amoxicilina tem poucos efeitos adversos, o
mais comum sao as reacdes alérgicas. J& o0 metronidazol pode causar efeitos
gastrointestinais, ndo sendo indicado para gestantes e nutrizes.

Para a manutencao da saude gengival, o método mais valioso de controle da
placa bacteriana € o mecanico, feito pelo paciente através da escovacao e uso do fio
dental. Orlando — Janior et al. (2010), através de revisdo de literatura, verificaram
que a qualidade do trabalho de motivagcdo que o profissional realiza orientando e
educando o paciente sobre a importancia do controle de biofilme dental é, téo
importante quanto as terapias utilizadas e determinante para 0 sucesso do
tratamento. Como os procedimentos de higiene nem sempre s&o realizados de
maneira eficaz, o controle profissional com profilaxias, raspagem e alisamento
radicular, se torna de extrema importancia na prevencao e tratamento quando a
patologia ja esta instalada.

Juiz et al., em 2010, selecionaram 100 artigos que foram discutidos em uma
revisdo de literatura sobre o uso de produtos naturais como coadjuvante no
tratamento periodontal. Concluiram que a doenca periodontal € um problema de

salde publica desencadeada principalmente por bactérias anaerGbias gram-



negativas, cuja resisténcia por antibidticos exige a busca por formar alternativas ao
tratamento clinico de rotina (raspagem e alisamento radicular). As substancias
naturais tém cada vez mais aumentado seu espago no tratamento de doengas
bucais, com o Brasil sendo um importante fornecedor de matéria-prima, visto sua
grande biodiversidade, com cerca de 19% da flora mundial. A prépolis brasileira tem
atividade comprovada no controle de micro-organismos e poder antiinflamatorio,
podendo ser associado a outros fitofarmacos gerando uma agdo sinérgica

importante.

2.3 Prépolis

2.3.1 Histdrico e definicGes

A propolis € uma mistura complexa de substancias resinosas, resultante da
reacdo de enzimas digestivas das abelhas meliferas, principalmente salivares, e de
residuos vegetais ingeridos por essas, como, brotos, ramos, exudatos de plantas e
outros (JOHNSON et al., 1994).

A propolis tem grande potencial terapéutico comprovado, como é o caso de
alguns flavondides com acdo espasmolitica, anti-inflamatéria, antitlcera,
antibacteriana e anticancer com derivados do acido cafeico. O grande desafio do
seu uso em fitoterapia € a variagcdo de sua composi¢do de acordo com a flora, o
tempo da coleta, condicdes sazonais e contaminantes. Fatores importantes para
definir suas propriedades biologicas, quimicas e fisicas. Sendo esse o principal
problema para definir qual tipo de propolis é indicada para cada uso medicinal
(MARCUCCI, 1996).

Park et al.,, (2000a) classificaram as amostras de propolis coletadas em
diferentes regibes do Brasil e determinaram algumas de suas propriedades
biolégicas. Concluiram que existe uma grande diversidade de propolis dentro do
territorio brasileiro, com composi¢cbes quimicas totalmente distintas, devidas
principalmente aos diferentes biomas existentes nas regides onde foram coletadas,
0 que comprova a interferéncia da vegetagdo na qualidade da propolis. De acordo
com a andlise das propriedades biolégicas em relagdo a atividade antimicrobiana,

antioxidante e antiinflamatéria, varias amostras apresentaram resultados



satisfatorios, porém com valores distintos. Observaram a necessidade de um maior
aprofundamento dos estudos e identificacdo dos compostos responsaveis pelas
atividades biolégicas assinaladas.

Ao longo dos tempos o homem aprendeu a utilizar varias formas de produtos
naturais, entre elas a propolis. Seu emprego j& era descrito por assirios, incas e
egipcios. No antigo Egito (1700 A.C.; "cera negra") era utilizada como um dos
materiais para embalsamar os mortos. A prépolis € uma mistura complexa, formada
por material resinoso e balsémico coletada pelas abelhas dos ramos, flores, polen,
brotos e exsudados de arvores; além desses, na colméia as abelhas adicionam
secrecgOes salivares (PEREIRA et al., 2002)

Segundo Couto & Couto (2002), a coloracdo e composigéo da propolis variam
conforme a origem do material utilizado como matéria prima podendo variar entre
amarela, parda, vermelho escuro, verde limdo, cinza esverdeado e café. A
composicao da propolis é complexa, e consiste basicamente de 55% de resinas e
balsamos, 30% de cera (&cidos graxos), 10% de oleos volateis e 5% de pdlen e
material organico entre outros. Os flavondides e o &cido cafeico sdo os principais
responsaveis pelo poder antibiético da resina. A prépolis é produzida pelas abelhas
com a fungé@o de recobrir as paredes da colméia obstruindo fendas e orificios e
assim bloquear a entrada de inimigos, regular a temperatura interna em torno de
35°C, embalsamar invasores (insetos) mortos que ndo possa ser retirado evitando
sua decomposicdo, impermeabilizar as paredes dos favos com fins antissépticos,
isolando a colméia de tudo que possa comprometer a sobrevivéncia da coldnia.

O controle ambiental é extremamente importante para producdo de um
material eficaz, livre de agentes contaminantes e capaz de ser utlizado com
finalidade terapéutica. A propolis ideal deve ser produzida longe dos grandes
centros, em regides onde exista 0 minimo de poluicdo (CONAPIS, 2004).

A propolis tem sido utilizada como um produto terapéutico natural ha mais de
5.000 anos apresentando atividades anti-inflamatérias, antioxidantes, antissépticas,
anticariogénicas, bactericidas, bacteriostaticas e cicatrizantes. Aristételes (384 -- 322
a.C) recomendava 0 seu uso em tratamentos de abscessos, escoriagdes, e ainda
soldados romanos carregavam esse produto como medicamento de emergéncia nos
combates. O termo prépolis vem do grego e significa: “pro” = defesa e “polis”=
cidade, ou “defesa da cidade”. A propolis é produzida pelas abelhas da espécie Apis

mellifera a partir da coleta de matéria prima, resinas e cera, de algumas espécies



vegetais, como pinus, pinheiro brasileiro, bracatinga, pessegueiro, ameixeira,
alecrim, eucalipto, entre outros, sendo que a flora disponivel na localidade influéncia
diretamente no tipo, coloracdo e na quantidade produzida pelas abelhas. Existem
ainda outros fatores que estao relacionados com a producédo e qualidade da prépolis
como, localizacdo do apiéario, raca das abelhas, materiais utilizados, densidade da
colméia e época do ano (COSTA & OLIVEIRA, 2005).

Mais recentemente a prépolis comecou a ser apreciada como forma de
tratamento de saude em 1950 e 1960 na Unido Soviética e em alguns paises da
Europa. Em outras partes do mundo, como na América do Sul, esse produto sé
comecou a ganhar popularidade nos anos 80, quando apicultores comegaram a
manifestar interesse, maximizando a sua produgdo. Apesar de ser um produto de
origem animal as propriedades bioldgicas estdo presentes devido a consideravel
proporcdo de componentes derivados das plantas. Outro tipo de prépolis tem
ganhado a preferéncia da populagdo mundial em funcéo da coloragéo e do aroma, a
“propolis verde”, que possui acido cindmico na composi¢do, além de outros
constituintes, como os compostos terpendides e o artepellin C, responséavel pelo
grande poder antimicrobiano e atividade antitumoral. A propolis verde pode ser
originada de varias plantas como, alecrim-do-campo, pinheiro do Parana e eucalipto.
Analises em amostras de propolis verde provenientes do cerrado mostraram que
também podem se originar do Cambara-Branco, Mercurio-do-Campo, Cambui,
Aroeira, plantas tipicas neste tipo de vegetacdo (SALATINO et al., 2005).

Alencar et al., em 2005, realizaram andlises fitoquimicas de prépolis dos
estados de S&o Paulo e Minas Gerais, produzidas de Baccharis dracunculioflia
(alecrim-do-campo) por abelhas Apis mellifera. E concluiram que neste tipo de
propolis o composto fendlico de alta proporgéo € o artepelin C e outros derivados do
acido cindmico, e que o alecrim-do-campo é a principal fonte vegetal para a prépolis
desses estados.

O consumo de propolis no mundo € estimado em cerca de 700-800 toneladas
/ ano, e o Brasil é o segundo maior produtor mundial, logo atras da China.
Atualmente, inUmeros trabalhos demonstram as atividades biolégicas da prépolis
bem como suas aplicagbes terapéuticas. Existe no mercado, cerca de noventa
produtos a base de propolis, que v@o desde a industria farmacéutica a cosmética
(dentre eles, capsulas, condicionador, xampu, sabonete, dentifricio, batom, bala,

chd, protetor solar, gel poés-barba, creme, pomada, enxaguatoério bucal etc). Porém,



apesar de ser aceita por 6rgéos regulatérios como produto de finalidade terapéutica,
a propolis precisa ser padronizada quimicamente para garantir sua qualidade,
eficacia e seguranca (LUSTOSA et al., 2008).

Chang et al. (2008) analisaram quimicamente uma amostra de propolis verde
proveniente do estado de Minas Gerais. Os principais constituintes encontrados
foram acido cinamico e derivados, flavondéides, acido benzdico e alguns benzoatos,
aromaticos ndo hidroxilados, &cidos alifaticos e ésteres. Concluindo que Baccharis
dracunculifolia é a principal fonte vegetal da prépolis verde brasileira.

Devido as inumeras propriedades benéficas da prépolis, o seu uso comercial
em produtos cosméticos, farmacéuticos e de higiene pessoal € amplo. Para
elaboracdo desses produtos é comumente utilizado o alcool de cereais, entretanto a
sua presenca confere um sabor ndo agradavel na formulagdo. Alguns novos
métodos de extragdo tém sido propostos, com baixo teor alcodlico ou até isento,
destacando o extrato obtido com 6leo vegetal. Na qual conserva bem as
caracteristicas organolépticas da propolis (BURIOL et al., 2009).

Souza et al.,, em 2010, avaliaram o efeito da sazonalidade sobre algumas
caracteristicas, como extrato seco, flavondides totais, pH e atividade de oxidacao, de
extratos alcoodlicos de prépolis a 30%, obtidas mensalmente por um ano, em quinze
colméias de abelhas Apis mellifera. Nos resultados ndo observaram diferencas
significativas sobre as caracteristicas fisico-quimicas analisadas, entre as estacdes

do ano e diferentes técnicas de coleta.

2.3.2 Extracdo e composicdo guimica

Entre os solventes utilizados para extragdo de propolis, estd o éter etilico,
metanol, éter de petréleo, cloroférmio, alcool de cereais e o etanol, que é o solvente
mais utilizado para o processamento da prépolis (MARCUCCI, 1995).

Park et al. (1997) selecionaram 46 amostras de extratos etandlicos de
propolis de diversos estados do Brasil, encontrando diferentes tipos de flavonéides o
que confirma os relatos de que a prépolis varia sua composicdo de compostos
fendlicos dependendo da regido e flora onde é produzida. As amostras do Parana e
Rio Grande do Sul, mostraram-se similares contendo 7 tipos de flavondides
aglicones, diferenciando completamente dos extratos dos estados de S&o Paulo e

Minas Gerais que apresentaram 9 tipos e Mato Grosso do Sul e Goias com 7 tipos.



Park et al. (1998a) utilizaram etanol como solvente para prépolis, em
diferentes concentracfes. Apds teste de CLAE, constatou-se que a maioria dos
flavonodides foram extraidos nas concentragfes alcodlicas entre 60 e 70%. E que
nessas concentragdes 0s extratos apresentaram satisfatoria atividade antibacteriana
e antioxidante, comprovando que a variacdo na concentragdo de flavonoides entre
extratos depende da concentragdo etandlica utilizada na extrag@o e esse fato, esta
intimamente relacionado com a sua atividade bioldgica.

O componente responsavel pelas propriedades bioldgicas da propolis
encontra-se bem estudado e pertencem ao grupo dos compostos fendlicos, os
flavonodides. Existem outros compostos fendlicos com excelentes propriedades
terapéuticas e ainda tipos diferentes de flavondides que podem influenciar na
qualidade da proépolis. Devido a essa grande variabilidade na composigéo, existem
grandes diferengas nas propriedades biologicas de amostras das diferentes regides
do Brasil, onde de modo geral, as do Sudeste e Sul apresentam os maiores teores
de flavonoides e consequentemente as melhores atividades antimicrobianas. Muitas
destas substancias carecem de maiores estudos, ressaltando a necessidade de
analises mais detalhadas de todos os componentes ativos presentes na propolis
para se concluir com precisdo toda a extensdo dessas propriedades biolégicas
(PARK et al., 1998b).

Koo et al., em 2002b, estudaram os efeitos biologicos apresentados por
alguns compostos identificados na prépolis. Em relagdo ao potencial inibidor da
atividade da Glicosiltransferase (GTF) de S. mutans e S. sanguis, a apigenina, um
flavondide frequentemente encontrado nas amostras de propolis, apresentou o
melhor potencial inibidor com valores de 90.5 a 95% em todas as GTFs testadas, em
concentracdo de 135 pg/ml. Os flavondides baicalus, mistetina e rhamnetina também
mostraram serem bons inibidores de GTFS com inibicdo de 70 a 90% da atividade,
em solucdo de 135 pg/ml. Através de testes CIM os flavondides e alguns di-
hidroflavonoides como tt-farnesol, obtiveram os melhores resultados de inibicdo de
S. mutans e S. sobrinus e também inibiram as GTF de 8 a 45%. Concluiram ainda
gue muitos compostos presentes na propolis sdo os responsaveis pelas atividades
biolégicas designadas a esta resina, sendo a apigenina um novo e potente
flavondide com propriedades antitumorais e antiinflamatorias.

Cunha et al. (2002) verificaram o perfil de seis extratos etandicos de propolis

da regido Sudeste, obtidos por diferentes tempos de maceragéao, variando de 10, 20



e 30 dias, observando como estes podem interferir no rendimento, qualidade de
compostos quimicos e teor de fendis. Os resultados indicaram um maior rendimento
utilizando etanol a 70% ou mais e com maior tempo de maceragdo. Os outros
aspectos, como teor de fendis permaneceram inalterados.

De acordo com Silva (2003), no preparo do extrato de propolis legal, ou seja,
indicada para consumo e comercializagédo, deve-se solubiliza-la em &lcool de grau
alimenticio, como é o caso do &alcool de cereais, com no maximo 70% de alcool
absoluto. Em relacdo a quantidade de extrato seco a solugédo deve apresentar valor
igual ou superior a 11%.

Konishi et al. (2004) analisaram diferentes agentes solubilizantes de extratos
de prépolis, visando verificar como estes solventes influenciariam no rendimento,
composicao e atividade antimicrobiana. Constataram que a substituicdo de 50% do
alcool etilico pela 4gua foi interessante, assim como a substituicdo de 50% do élcool
pelos solventes propilenoglicol ou polietilenoglicol, pois manteve o rendimento com
resultados proximos a extragdo com etanol puro, porém com composicao de extratos
diferente. Os testes microbiolégicos evidenciaram que Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans foram sensiveis aos extratos de prépolis independentemente
dos solventes utilizados, nédo ficando claro, entretanto se houve diferenca de
intensidades.

Foram identificados dois componentes da propolis que apresentam potencial
anticarie, a Apigenina um potente inibidor da sintese de glucanos insoluveis em
dgua e o tt-farnesol com atividade contra a membrana dos Streptococcus
influenciando na permeabilidade e inibindo a producéo de &cidos pelo S. mutans nos
biofilmes. Koo et al. (2005) mostraram que as associagdes destes dois componentes
com fldor apresentaram efeitos bioldgicos satisfatérios, com propriedade
cariostatica, diminuicdo do acumulo do S. mutans nos biofilmes e na sintese de
glucanos insoluveis.

Salomé&o et al., em 2007, utilizaram DMSO para a extracdo da propolis,
conseguindo excelentes atividades antimicrobianas em amostras brasileiras,
afirmando que este solvente tem baixa toxicidade em humanos podendo ser
utilizado de forma segura. Fica evidente que a escolha do solvente € de extrema
importancia, posto que interfere na composi¢ao do produto final por interagirem com

as particulas presentes.



Foi desenvolvido um processo quimico de tipificacdo e varias substancias
quimicas presentes na propolis brasileira, empregando-se a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), identificando-se e quantificando-se
com precisdo os diferentes compostos presentes. Marcucci et al. (2007) concluiram
que a propolis brasileira possui um marcador principal, isto é, um componente
mayjoritario que aparece na maioria das amostras analisadas: o acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (DHCA) denominado Artepelin C ®. Outro fator importante da
tipificacdo € a possibilidade de confeccionar produtos farmacéuticos, cosméticos e
de higiene oral, conhecendo-se o tipo de propolis empregada e as quantidades dos
componentes bioativos presentes, caracteristicas nunca antes relatadas em

publicacdes e patentes sobre propolis.

2.3.3 Propriedades bioldgicas

Grange & Davey (1990) confirmaram a atividade antimicrobiana da prépolis
apdés testes in vitro. Foi utilizado o método de determinacdo da Minima
Concentragdo Bactericida (MCB), ap0s realizagdo da dupla diluicdo na proporgéo de
1:20 em nutrientes. Os resultados mostraram a inibicdo do crescimento de
Staphyloccocus aureus, Staphyloccocus epidermidis, Enterococcus spp, entre outros
micro-organismos testados, com melhor efeito inibitério contra coccos e Gram-
positivos.

Opermann & Nodari, em 1996, realizaram um ensaio clinico com a
participagdo de 20 voluntarios académicos de odontologia, avaliando a capacidade
de inibicdo da placa bacteriana supragengival, apds 24 horas da aplicagdo de
solugéo de Proépolis a 30% em alcool 70°, comparado com aplicagéo de &lcool 70°
puro e grupo controle. Os resultados demonstraram um melhor desempenho da
solugdo de prépolis, com uma reducdo significativa da placa formada, tanto nas
faces livres como proximais, sugerindo que estudos de curta duragdo sao Uteis como
estagios iniciais para selecdo de agentes que visam o controle de placa.

Steinberg et al. (1996) avaliaram in vitro os efeitos antibacterianos da prépolis
e do mel, concluindo que o extrato com 20% de prépolis e 60% de etanol mostrou
efeito inibitorio sobre Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, mesmo em
baixas concentragdes. Com relagdo ao mel, em concentra¢cdes maiores observaram-

se inibicdo de 25% do S. mutans e 33% do S. sobrinus, ja em concentracdes



menores o crescimento bacteriano n&o foi inibido. Foram realizados também testes
clinicos in vivo, a partir de saliva de 10 voluntarios, 10 minutos e uma hora apds a
aplicacéo bucal da solucdo de propolis, com redugcéo de 38% na contagem total de
micro-organismos com a utiliza¢do da prépolis e reducdo de 60% com aplicacéo do
mel.

Park et al. (1998c) demonstraram atividade antimicrobiana de extrato
etandlico de propolis sobre Streptococcus mutans, Actinomyces Naeslundii e
Staphylococcus aureus por testes de difusdo em agar. O extrato inibiu o crescimento
bacteriano e a atividade da glicosiltransferase, uma endoenzima bacteriana que
sintetiza os polissacarideos extracelulares da parede celular a partir da sacarose. A
propolis utilizada para confec¢do dos extratos foi extraida de vérias regides do Brasil
como, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Goias e
Parana, sendo todas elas investigadas. A amostra do Rio Grande do Sul obteve a
maior inibicdo da atividade enzimética e crescimento bacteriano, apresentando altas
concentragdes de flavondides como, Galangina e Pinocembrina.

Os produtos contendo prépolis tém aparecido no mercado em diversas formas
farmacéuticas como dentifricios, géis, pastilhas e enxaguatodrios bucais. Panzeri et
al. (1999) estudaram a atividade antimicrobiana da propolis utilizando o método da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e verificou sua eficiéncia contra bactérias
Gram-positivas. Posteriormente, desenvolveu um dentifricio na forma de gel
contendo 3% de propolis, e o avaliou clinicamente, constatando que ele foi mais
efetivo do que um dentifricio semelhante, sem propolis.

Zérate-Pereira (1999) confirmou a a¢ao positiva contra Streptococcus mutans
em um ensaio clinico com 46 criangas portadoras de cérie ativa, divididas em trés
grupos, submetidas a bochechos diarios com fluoreto de sédio a 0,05%, fluoreto de
sédio a 0,2% ou extrato de prépolis a 5% associado a fluoreto de sodio a 0,05%. Os
resultados mostraram uma atividade antibacteriana maior da solucdo de proépolis
acrescida de fluoreto a 0,05% em relagéo ao S. mutans, principal micro-organismo
responsavel pela carie dentéria.

Park et al. (2000b) utilizando prépolis das regies sul, sudeste e nordeste do
Brasil, avaliaram extratos etandlicos quanto & atividade anticancerigena e
antiretroviral. Na avaliagdo da atividade anticancerigena, células humanas
cancerosas cultivadas em laboratério foram colocadas em contato com 0s extratos e

apoés intervalo de tempo, analisadas quanto ao numero de células viaveis e



comparadas ao grupo controle. Os extratos inibiram o crescimento de células
cancerosas em 14 a 97%. No teste anti-retroviral, foi testado a inibicdo da replicagéo
do virus HIV em células de linfocitos H9, comparado com a droga AZT. Os
resultados revelaram atividade seletiva dos extratos de prépolis para o virus HIV. Os
autores realcam a necessidade de que os testes in vitro, sejam comprovados em
modelos animais para validar os resultados observados até ent&o.

Silva et al, em 2000, realizaram uma pesquisa para verificar
histologicamente a acdo de uma solugéo de extrato alcodlico de propolis a 10 e 30%
em feridas da mucosa bucal de ratos, divididos em grupos que receberam curativos
de 6 em 6 horas durante 3 a 14 dias. Concluiram que a prépolis ndo provoca
nenhuma reacéo inflamatéria e induz a formacgéo epitelial, neoformacéo vascular e
fibroblastica do tecido conjuntivo subjacente. A solugdo alcodlica de prépolis a 10%
estimulou a reparagado tecidual, podendo ser eficaz no tratamento de lesbes de
mucosa em humanos, enquanto a solugdo a 30% retardou o processo tecidual,
promovendo altera¢des na velocidade de cicatrizagao da ferida.

Abreu et al. (2000) avaliaram 50 escolares com altos antecedentes de carie,
porém sem diferencas significativas no indice de Cariados Perdidos Obturados por
Dente (CPO-D). Através de um estudo duplo cego analisou o efeito do uso de
dentifricios com prépolis na atividade anticariogénica. Os escolares foram divididos
em dois grupos, sendo que o grupo controle que utilizou um creme dental comum e
o outro, dentifricio com prépolis a 0,8%. A pesquisa foi realizada durante 18 meses
comprovando a eficacia do creme dental com proépolis, através da reducéo de 85,6%
no numero de afetados e de 72,7% no indice de cérie do grupo teste.

Swerts et al.,, (2002), em uma revisdo de literatura sobre a atividade
antimicrobiana da propolis em bactérias bucais, confirmaram as suas inUmeras
propriedades farmacoldgicas e principalmente a inibicdo in vitro de bactérias
cariogénicas e patdgenos periodontais. Concluiram ainda que a sua agédo esta
das bactérias, afetando também a motilidade celular.

Gebara et al., em 2002, testaram in vitro a atividade antimicrobiana da
propolis  contra  bactérias  periodontopatogénicas e  micro-organismos
superinfectantes, observando que a CIM foi de 1 pg/ml para Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Capnocytophaga gingivalis e de 0,25ug/ml para Prevotella

intermédia, Prevotella melaninogenica, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium



nucleatum. Os resultados mostraram que o extrato de propolis teve atividade
antimicrobiana sobre os microrganismos testados, apresentando potencial de uso
como adjuvante no tratamento da DP, porém, é importante ressaltar que os testes in
vitro ndo se assemelham as condi¢bes das bolsas periodontais na DP, havendo a
necessidade de mais estudos para verificar se as concentragdes aferidas possuem
eficiéncia pratica sem causar maiores danos locais e sistémicos.

Em 2002a, Koo et al., com o objetivo de avaliarem o efeito da solugéo de
propolis sobre a placa acumulada, selecionaram seis voluntarios que apds a
remocdo de toda placa com profilaxia e limpeza interdental, se abstiveram de
higiene oral por trés dias e realizaram bochechos com solu¢cdo de sacarose cinco
vezes ao dia para realgcar a formacdo de placa. Para o controle da mesma,
realizaram bochechos com enxaguatério, contendo 3% de prépolis, 20% de etanol,
5% de propilenoglicol e 4gua deionizada. Apds verificar o indice de placa ao final
dos 3 dias, obtiveram como resultado a reducéo da placa dental em 61.7% quando
comparada com a solucdo placebo, demostrando que a prépolis pode vir a ser um
importante agente de controle e prevengao das patologias orais.

Zérate-Pereira (2003) avaliou in situ a agdo da prépolis no desenvolvimento
da carie dentaria e formacédo do biofilme, com a participagdo de 4 voluntarios que
utilizaram um dispositivo intra-oral implantado com blocos de esmalte. O estudo
procedeu-se em duas etapas, uma de controle e outra com aplicagdo de duas gotas
de extrato etandlico de propolis a 5% uma vez ao dia. Ao final das etapas
constatou-se a partir de analise microbiolégica da placa acumulada sobre o
dispositivo, a redugéao de micro-organismos como Lactobacillus, Streptococcus totais
e do grupo mutans. O teste de dureza do dispositivo de esmalte também revelou a
reducdo da perda mineral e consequentemente a diminuicdo do potencial
cariogénico.

Blosfeld et al., em 2004, analisaram in vitro a capacidade da propolis do
estado de Santa Catarina, Brasil, diluida em etanol a 80%, em inibir bactérias
presentes na placa supra-gengival. Os espécimes clinicos foram coletadas da placa
supragengival de pacientes com doenga periodontal e de pacientes tratados,
cultivados e submetidos a acdo de discos impregnados com a solugéo de prépolis.
Os resultados revelam que a solucdo possuiu agdo inibitéria contra os micro-

organismos presentes nas amostras de pacientes doentes e tratados.



Bruschi et al. (2005) através de uma revisdo de literatura sobre o uso da
propolis em periodontia, observaram a viabilidade da producdo e utilizacdo de
apresentacdes farmacéuticas de propolis, nos tratamentos periodontais, assim como
na inibicdo da formagdo da placa e desenvolvimento das gengivites, além da
atividade eficaz contra bactérias anaerébicas, que frequentemente estdo associados
as periodontites destrutivas.

Swerts et al. (2005) avaliaram o efeito da associacdo de clorexidina e propolis
a 0,012%, na aderéncia de Streptococcus sp, sobre a superficie de uma “bengala”
de vidro capilar. ApGs a pesagem das “bengalas” verificaram-se que a solucdo
associada inibiu o crescimento de S. sanguis, S. salivarius e S. mutans, em
concentragdes minimas inibitérias préoximas as encontradas com a solucdo de
clorexidina. Ambas as solugdes inibiram drasticamente a aderéncia de S. mutans e
S. sanguis, embora em relagé@o a S. salivarius, a solugdo associada tenha sido mais
eficaz.

Alguns componentes presentes na prépolis, como os flavonoides, sao
responsaveis por diversas alteragfes estruturais e funcionais na parede celular de
certos micro-organismos. Scazzochio et al. (2006) investigaram os multiplos
aspectos da atividade antimicrobiana da propolis utilizando a CIM para avaliar a sua
acao sobre alguns fatores de viruléncia bacteriana, como as enzimas coagulase,
lipase e a formacdo do biofilme. Os testes com algumas bactérias Gram-positivas
demonstraram que o extrato etandlico de propolis a 70% danificou a célula, com a
supressdo da atividade da lipase de Staphylococcus sp e inibicdo do efeito da
coagulase em S. aureus, com CIM de 1,25 mg/ml. A associagdo de prépolis a
alguns antibidticos resultou em um aumento no efeito antimicrobiano destas drogas,
evidenciando um efeito sinérgico. Em relagdo a formag&o do biofilme, houve uma
diminuicdo na aderéncia de S. aureus em cerca de 40%, a partir de Y2 CIM,
mostrando a correlagdo positiva dos EEP na inibicdo da formagao do biofilme.

Os extratos comerciais de propolis apresentam variagbes por serem
produzidos a partir de diferentes floradas, sendo muitas vezes constituidos de uma
mistura de varias amostras coletadas em diferentes regides do Brasil. Rezende et al.
(2006) se propuseram a avaliar a atividade antimicrobiana de dois extratos
comerciais etanodlicos de propolis a 11% sobre Staphylococcus sp. e Streptococcus

mutans, utilizando o método da CIM em caldo. Os resultados demonstraram que a



atividade antimicrobiana dos extratos é mais pronunciada contra bactérias Gram-
positivas.

Gonsales et al. (2006) investigaram a atividade antimicrobiana e teor de
flavondides de propolis coletada em diferentes estados do Brasil. Os teste de difuséo
em discos foram realizados utilizando as bactérias S. aureus e E. coli. E como
controle utilizaram antibiéticos bastante comuns na Periodontia, como tetraciclina e
ampicilina. Os extratos de propolis testados, inibiram o crescimento de S. aureus,
mas ndo de E. coli. Apds andlise quimica, constataram-se que o teor de flavonoides
foi bastante variavel de acordo com a regido geogréfica. Concluiram que os EEP
foram efetivos contra Gram-positivos independente da amostra testada.

Silva et al., em 2006b, analisaram a composicdo quimica e a atividade
antimicrobiana da propolis proveniente do estado da Paraiba, sobre Candida
albicans e Staphylococcus aureus, através de testes de halo inibitorio. N&o foram
constatadas nenhuma inibicdo no crescimento das bactérias testadas. A prépolis
colhida nas diferentes estacbes do ano mostrou-se diferente na composigéo
quimica, como teor de flavondides. A prépolis amostrada nos periodos de chuva
apresentou os melhores valores para os compostos bioativos.

Ary — Junior et al. (2006) compararam a atividade antimicrobiana da propolis
de trés regibes do Brasil, através da preparacdo de extratos alcoodlicos e
determinag@o da concentracdo inibitéria minima. Dentre as propolis testadas a de
Botucatu-SP possui maior eficiéncia sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus sp
e Candida Albicans. Enquanto para Escherichia coli, a propolis mais eficiente foi de
Urubici — SC, e para Pseudomonas aeruginosa a propolis de Mossoré — RN foi a que
mais se destacou. Confirmando assim, que a diferenca no local de produgéo e coleta
influencia na composi¢éo quimica da prépolis.

Devido & grande variedade da composi¢cdo quimica, a propolis apresenta
varias atividades farmacoldgicas, como antimicrobiana, antiinflamatdéria, cicatrizante,
antitumoral e antifingica. Longhini et al. (2007) testaram a atividade antifungica de
propolis frente & leveduras isoladas de onimicoses, infec¢des de dificil tratamento.
Demostrando que esta é uma excelente opcdo de tratamento devido ao resultado
positivo e sua baixa toxicidade.

Speranga et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de
propolis a 30%, 20%, 10% e 5%, sobre culturas mistas provenientes de bolsas

periodontais. Utilizando testes in vitro de difusdo em discos, observaram que todas



as concentragdes inibiram o crescimento bacteriano, sugerindo a utilizagdo das
concentragdes menores, evitando assim a resisténcia microbiana.

Angelo et al., em 2007, avaliaram a eficiéncia de solu¢gbes de propolis para
bochecho a 6,25%, em criangas carie ativas, utilizando como controle fluoreto de
sédio a 0,2%. Constataram o desempenho efetivo da solucdo de propolis, que
apresentou maior capacidade de redugdo de Streptococcus mutans quando
comparada ao fluoreto de sédio. Sendo uma alternativa viavel, por ndo apresentar
efeitos adversos.

Simdes et al. (2008) realizaram um estudo in vitro comparando a acao de
extratos de propolis a 11, 20, 30%, com anti-sépticos bucais Periogard®, Listerine®,
Malvatricin® e Parodontax®, frente aos micro-organismos presentes na saliva de
humanos. Apds a coleta da saliva, adigdo de glicose a 25% e incubacéo, verificaram
que os extratos de prépolis nas diferentes concentracdes apresentam a mesma
eficacia antimicrobiana, comparativamente & agdo dos produtos industrializados. Na
segunda fase das experimentacdes realizadas ex vivo, visaram a determinagcédo da
atividade antibacteriana dos extratos de propolis. Apés coleta da saliva foi realizada
0 enxdgue com as solugdes, mostrando que 0s extratos apresentam a mesma
atividade antimicrobiana, sendo indicado o uso da formulagdo a 11% devido a
eficacia conjugada a baixa concentragéo.

De Carli et al., em 2010, realizaram um ensaio duplo cego randomizado, com
97 escolares, para investigar a acdo de extrato de prépolis 5% isolado e associado
ao fluoreto de soédio 0,05%, sobre acumulo de biofilme dental. Apés contagem dos
niveis de S. mutans, presenca de biofilme e manchas brancas, os resultados foram
comparados com os niveis iniciais. Concluiram que o gel de propolis associado ao
fluoreto de sdodio foi eficaz na reducdo dos niveis salivares de S. mutans e acumulo

de placa bacteriana, além de remineralizar manchas brancas.

2.3.4 Toxologia

Baseado em uma extensa revisao de literatura, Burdock (1998) concluiu que
apesar da grande diferenca de doses de propolis administradas em cobaias, é
possivel confirmar a baixa toxicidade do produto. Como os flavonoides s&o os
constituintes primarios biologicamente ativos dos extratos, estes estdo diretamente

relacionados com esta baixa toxicidade. A dose segura recomendada para humanos



seria de 1,4 mg/kg, em funcdo do peso por dia, ou de aproximadamente 70 mg/dia.
A propolis € composta por inUmeras substancias e possui um elevado grau de
absorcéo e solubilidade. A administracdo oral pode levar a presenca de residuos do
produto na urina. Apesar de seu metabolismo ndo ser muito bem elucidado, sabe-se
que os flavonoides sdo muito bem metabolizados sem apresentar acumulo no
organismo.

A propolis vem sendo muito utilizada pela populacdo como um farmaco
natural e alternativo, para o tratamento de diversas patologias, sem se ter pleno
conhecimento sobre suas indicagdes, contra-indicacdes, mecanismos de agao e
posologia recomendada. Varios produtos comerciais podem ser encontrados no
mercado brasileiro, e embora se encontrem dentro dos padrfes da legislacdo
brasileira, ndo apresentam posologia, indicagdes de uso ou contra-indicagdes, néo
obstante os cuidados necesséarios com a automedicagao. E um antibiético natural,
como tal deve ser usado com prudéncia, respeitando condutas de administragéo
visando principalmente evitar a resisténcia microbiana (SANTOS, 1999).

Apesar de ser uma substancia natural, a propolis, como todo medicamento,
pode apresentar além de efeitos benéficos algum efeito adverso. De acordo com
Manara et al. (1999), mais estudos devem ser feitos para elucidar o uso da propolis
na odontologia, pois apesar das evidencias de atuacado positivas, ha necessidade de
aprofundamento no tocante a estudos da composigéo, atividade terapéutica, efeitos
colaterais, padronizagdo das solugdes, indica¢des, maior divulgagéo da procedéncia
e metodologia empregada na obtencdo. Visto o grande aumento em sSeu uso
comercial de forma empirica.

Faria Jr. et al. (2002), através de andlise fisico-quimica de 35 extratos
etandlicos de propolis encontraram 5,71% das amostras fora dos padrfes de
qualidade, sendo estas reprovadas para comercializagdo e consumo humano. Em
relagdo ao teor de flavondides, compostos fendlicos, indice de oxidagéo e teor
alcodlico, todas as amostras apresentaram-se dentro dos padrbes de qualidade.
Ressaltaram-se a necessidade da confec¢do de produtos & base de prépolis com
padrdes compativeis com um mercado com um mercado cada vez mais exigente.

Ribeiro et al. (2004) investigaram os possiveis efeitos colaterais da propolis
utilizando coelhos saudaveis como cobaias, nos quais foram divididos em grupos
onde receberam capsulas contendo propolis. Apds 0, 15 e 30 dias os animais foram

pesados e realizaram um estudo sobre os efeitos da propolis sobre o peso corporal



e 0s metabolismos protéicos, lipidicos, de minerais e carboidratos. Constataram-se
neste ensaio bioldgico, que a prépolis ndo apresentou toxicidade, por ndo ter afetado
0 ganho de massa e nem provocado alteragdes nos metabolismos testados.

O estudo dos diversos tipos e variagdes na composicdo quimica da prépolis é
extremamente importante para a aplicagéo pratica deste produto. Com a associa¢éo
dos conhecimentos sobre 0s componentes quimicos presentes e as propriedades
biologicas existentes, sera possivel formular as recomendagdes adequadas
orientando os profissionais sobre o uso e indicag0es, para que sejam feitos de forma
eficiente e segura (BANKOVA, 2005).

2.4 Vidro bioativo e suas aplicagdes

Os Vidros Bioativos em solugbes organicas se decompdem e forma uma
camada de hidroxiapatita, responsavel pela ligacdo do material aos tecidos. De
acordo com Gatti et al. (1993), as apatitas sdo um dos poucos grupos de fosfatos
minerais produzidos e usados por sistemas bioldgicos, sendo o principal constituinte
do esmalte dentario e tecido 6sseo. Estudos histolégicos mostram que a camada da
hidroxiapatita promove a integragéo do implante bioativo aos tecidos.

Entre as propriedades bioldgicas atribuidas ao VB estd sua capacidade
antibacteriana. Stoor et al. (1998) através da incubacdo de bactérias orais em
suspensdo de Vidro Bioativo, avaliaram a atividade antimicrobiana dessas cepas.
Observando que apdés 60 minutos, ndo se encontrava bactérias viaveis. E
concluiram que o VB possui alto poder antimicrobiano, podendo ser utilizado como
componente de produtos odontolégicos, tanto do ponto de vista cariogénico como
periodontal.

Biomateriais sdo compostos sintéticos ou naturais utilizados para substituir
tecidos ou 6rgéos, visando recuperar sua fungéo, ou com finalidade estética. Eles
entram em contato permanente ou temporario com o0s tecidos do organismo e
necessitam ter caracteristicas apropriadas ao fim proposto (SIVAKUMAR, 1999).

Allan et al., em 2001, avaliaram a atividade antibacteriana do vidro bioativo,
sobre bactérias supra e subgengivais. Apds 1 hora da exposi¢cdo das bactérias ao
produto, houve reducéo da viabilidade bacteriana, possivelmente devido as reagdes

alcalinas provocadas pelo VB. O que também pode ocorrer in vivo, quando utilizado



para diminuir colonizagdo bacteriana em tratamento periodontais. Novos estudos
S&0 necessarios.

O Vidro Bioativo tem demonstrado amplo espectro de atividade
antimicrobiana sobre uma variedade de bactérias orais e dérmicas. Essa atividade
estd relacionada diretamente com o pH, uma vez que as particulas de vidro
neutralizam o pH, inibindo o crescimento bacteriano. Embora ainda n&o esteja bem
esclarecido, o efeito antiinflamatério também esta relacionado com o VB, que
apresentado capacidade de reduzir a resposta inflamatoria, diminuindo o eritema.
Particulas de VB séo utilizadas pela industria cosmética, como ingredientes ativos
de desodorantes antiperspirante, creme facial, condicionador para cabelos, esmalte,
sombras, blush, batom, sabonete liquido, entre outros (LEE et al., 2003).

Domingues et al. (2003) testaram a atividade antimicrobiana sobre A.
actinomycetemcomitans do Vidro Bioativo associado a tetraciclina, como um
dispositivo de liberagdo controlada. E encontraram uma maior atividade na
associacdo VB tetraciclina em comparagédo ao VB puro, sobre o patogéno testado,
além de verificar que a tetraciclina ndo interferiu na bioatividade do VB.

Eberhard et al., em 2004, através de testes in vivo, avaliaram os efeitos do
uso topico de Vidro Bioativo em pacientes com gengivite induzida. E constataram
uma diminui¢cdo nos sinais clinicos da inflamag&o, com diminuigdo no sangramento,
porém ndo observaram inibicdo na formacdo de biofilme, comprovando o potencial
de o VB ser utilizado em Periodontia.

Vilhaca et al. (2005) avaliaram histologicamente a eficacia do vidro bioativo
Biogran®, na cicatrizagdo de defeitos 6sseos de duas paredes em macacos. Foram
feitos dois sitios, um controle preenchido com coagulo e com outro teste com vidro
bioativo. No sitio controle houve migracdo do epitélio juncional, porém ambos o0s
sitios apresentaram nova formagéo 6ssea. No sitio teste houve deposi¢cdo de novo
0ss0 ao redor e dentro das particulas de VB, a analise histol6gica mostrou uma nova
inser¢do periodontal. Concluiram que o Vidro Bioativo teve um maior potencial de
cura quando comparado ao debridamento isolado. A substituicdo das particulas de
VB por novo 0sso ocorreu devido ndo apenas a uma atividade osteocondutora, mas
também a uma capacidade osteoestimulatoria.

Segundo Thomas et al. (2005), hd uma boa quantidade de dados que d&o
apoio a utilizacdo dos VBs em uma variedade de aplicac¢des clinicas, principalmente

na Periodontia devido seus efeitos antimicrobianos, antiinflamatérios e de reparo em



defeitos ésseos, embora muitos estudos ainda fossem necessarios para esclarecer
todas suas propriedades biologicas.

Tai et al., em 2006, realizaram um ensaio clinico randomizado, duplo-cego,
para avaliar quimicamente os efeitos de um creme dental com o vidro bioativo
NovaMin®, na inibicdo do biofiilme e controle da gengivite em comparagdo ao
placebo com a mesma abrasividade. Apés seis semanas de testes, os resultados
mostraram diminuigdo significativa no indice de placa, quando comparado ao inicial,
com reducdo de 58% no sangramento gengival e 16,4% no acumulo de placa.
Concluiram que o creme dental associado ao VB apresentou resultados positivos na
melhora da saude bucal.

Em um relato de caso clinico, Bosco et al. (2006), apresentaram resultados
satisfatorios de um tratamento de defeito periodontal infra-6sseo com particulas de
VB associadas ao uso de uma membrana de PTFE-e. Ap6s acompanhamento de 4
anos verificaram-se diminuigdo tanto na largura como na profundidade do defeito
periodontal tratado, por meio de avaliag6es radiograficas. Clinicamente, observaram
diminui¢cdo na profundidade de sondagem, auséncia de sangramento e manuteng&o
das caracteristicas de saude gengival. Concluindo que o tratamento de defeitos
0sseos com VB resultou em significativa formacéo 6ssea.

Durante o tratamento periodontal basico, os fatores etioldgicos da DP séo
eliminados por meios mecénicos e quimicos, enquanto que os defeitos anatdbmicos
podem ser tratados cirurgicamente. Os materiais sintéticos tém despertado grande
interesse na Periodontia devido & vantagem de dispensarem sitio cirargico adicional,
a auséncia de potencial de transmissdo de doencas e a disponibilidade ilimitada.
(CRUZ et al., 2006).

Waltimo et al., em 2007, testaram a eficacia antibacteriana de Vidro Bioativo
em relagdo ao tamanho da particula. A técnica utilizada foi da diluicdo em placas de
Agar e a bactéria testada foi Enterococos proveniente de infecgbes persistentes de
canal radicular. Verificaram que a mudangca de tamanho de micron para
nanoparticulas, promoveu um aumento de dez vezes na elevacdo da liberacdo de
silica e em trés unidades no pH. O que provocou uma maior atividade
antimicrobiana.

Munukka et al. (2008) testaram a atividade antimicrobiana de vidros bioativos,
fabricado pela técnica Sol-Gel, sobre uma variedade de bactérias de importancia

clinica. E demostraram forte inibicdo no crescimento, embora o tempo necessario



para o efeito foi varidvel. Constatando que o vidro bioativo pode ser uma auxiliar no
controle de infecgcBes em superficies de implantes de préteses no corpo.

Os materiais ceramicos tém sido muito utilizados como substitutos dsseos. O
Vidro Bioativo, € composto de 45% de dioxido de silicio (SiO02), 24,5% de 6xido de
calcio (Ca0), 24,5% de Oxido de sédio (Na20) e 6% de pentoxido de difoésforo
(P205) e age formando uma unido quimica com os tecidos moles e 0sseos
circundantes. Além da propriedade osteocondutiva o VB possui acao
osteoestimulatéria, agindo como um arcabougo para suportar o crescimento 6sseo
(NASSER-NETO, 2008).

Corbi et al. (2010) realizaram uma comparagdo entre alguns biomateriais,
como Osso bovino liofilizado B-Fosfato Tri-Célcio, Hidroxiapatita , B2iovidro
(procedentes de Séo Carlos —SP, Procell) e Perioglass®. Quanto ao tamanho e
forma das particulas, aspecto superficial e densidade radiografica. Os resultados
radiograficos mostraram que todos os biomateriais avaliados apresentaram
densidades radiograficas estatisticamente iguais, porém maiores do que a
densidade do tecido 6sseo. Ha variacdes relevantes quanto a forma, ao tamanho e a
rugosidade dos granulos, entre os materiais testados. Caracteristicas que podem
estar diretamente relacionadas com ao desempenho clinico.

Os Vidros Bioativos previamente desenvolvidos contém em sua composi¢ao
silicio, sodio, calcio e pequenas quantidades de fosforo. Esses vidros foram
patenteados e chamados de biovidros. Atualmente, eles s&o utilizados, em
preenchimento de cavidades dsseas, enxertia em cirurgias para correcdo de defeitos
periodontais e tratamento de dentina hipersensivel. Carbonari et al., em 2011,
desenvolveram um VB e testaram como enxerto em tibias de coelho. Foram
realizados testes para avaliar a citotoxicidade desses VBs, demostrando que estes
ndo possuem nenhum efeito toxico. ApGs oito semanas dos testes in vivo, as
amostras das areas de cicatrizagdo foram removidas e observadas & microscopia
eletrbnica. Verificaram-se a deposicdo de tecido 6sseo por toda a superficie do

enxerto, inclusive na regido medular.



3 OBJETIVOS

Objetivos gerais

Avaliar a efetividade do vidro bioativo puro e dopado com prépolis verde,

quanto a inibicdo de bactérias isoladas e provenientes de infec¢cfes periodontais.

Objetivos especificos

a)

b)

d)

Caracterizar quimicamente a propolis verde através da Cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Fracionar o extrato de prépolis através da particao
liquido-liquido, identificando as fragbes com maior teor de substancias
fenodlicas;

Definir, in vitro, as concentra¢cBes inibitérias minimas das fracdes de
propolis frente & bactérias padronizada;

Associar as fracdes de propolis com vidro bioativo, realizando sua
caracterizacao fisica;

Avaliar, através de teste in vitro, a acdo antimicrobiana do vidro bioativo
puro e com incorporagdo a proépolis verde, sobre bactérias isoladas e

biofilmes heterotipicos provenientes de infec¢Bes periodontais.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencédo da prépolis

A prépolis avaliada foi a do tipo verde, adquirida no apiario Vové Pedro®,
localizado em Campo Grande (MS), originada da espécie botanica Baccharis

dracunlifolia (alecrim do campo).

4.2 Anélise quimica da Propolis

A analise da amostra foi realizada no Departamento de Quimica da UFMS,
atravées da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando o
cromatografo Shimadzu LC 62 (Jap&o).

Cinquenta miligramas do extrato seco foram solubilizados em metanol/dgua
na proporcao 8:2 (v/v) e submetidos & extracdo em fase solida utilizando-se como
fase estacionaria silica de fase reversa C-18. Este tratamento, dado a amostra, tem
por finalidade obter um extrato de prépolis livre de material graxo, como cera
residual. Posteriormente, a fase hidrometandlica (metanol/agua 8:2) foi seca a
temperatura ambiente e, posteriormente, ajustada a concentracdo de 1,0 mg/mL de
propolis em metanol. Para verificar a possivel presenca de substancias fendlicas
como flavondides e &cidos cafeicos foi realizado o espectro em Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio. A sequéncia da CLAE esta descrita (Anexo

1). Os materiais de consumo, para CLAE e RMN foram relacionados (Anexo 2).

4.2.1 Caracterizacao e identificacdo das fracdes a partir do extrato etandlico

A amostra de prépolis foi submetida a extragdo com etanol conforme, Snyder
1997. Com a finalidade de dividir a amostra em fracdes, localizando as por¢des com
maior quantidade de substéncias fendlicas e possivelmente com atividade
antimicrobiana.

O extrato etandlico foi fracionado por uma particdo liquido-liquido, em
gradiente de polaridade crescente, obtendo-se as fragcdes: hexano; acetato de etila;
hidroalcoolica; e posteriormente submetidos a cromatografia em coluna com

diferentes suportes. Todo este processo visa separar, caracterizar e purificar os



metabdlitos secundarios presentes. As substancias isoladas foram submetidas a
andlises espectrométricas de RMN hidrogénio 1 e carbono 13, para elucidacdo
estrutural destas.

- Cromatografia em coluna utilizou silica gel (70-230 ou 230-420 Mesh), para
separacgdo e/ou purificagdo dos metabdlitos secundarios.

- Cromatografia em coluna utilizando Sephadex LH-20, para separagéo e/ou
purificagcdo dos metabdlitos secundarios das fragdes mais polares.

- Cromatografia em camada delgada comparativa, para observagéao ou/ndo da
purificacdo dos metabdlitos secundarios.

- Nestes processos foram utilizados solventes de grau PA, sendo estes:
metanol, acetato de etila, diclorometano, hexano, etanol, acetona e acido acético

glacial, e também solvente deuterado para obter os espectros de RMN.

4.3 Armazenamento e secagem do extrato

O extrato foi armazenado em frascos de plasticos fechados sob temperatura
de 4°C. No periodo de testes, o extrato foi pesado em balanga analitica digital e
dessecado em estufa sob temperatura de 40° C até que seu peso se tornasse
constante, para obtencdo do teor de matéria seca. As amostras foram entdo
dissolvidas em alcool de cereais e suas concentracdes ajustadas a 30%, (P/V)
constituindo assim solugdes estoques. Estas foram esterilizadas por centrifugacéo a
10.000 G em temperatura ambiente por 30 minutos. O pelet foi desprezado e o
sobrenadante coletado assepticamente e guardados em geladeira ao abrigo de luz
até os procedimentos de diluicdo. O controle de esterilidade foi feito por semeadura
de aliquotas de 0,1 mL em Agar Sangue (Diagnilab®, Barcelona/Espanha), incubado
a 35°C por 48 horas.

4.4 Incorporagdo da prépolis ao vidro bioativo

Uma amostra de vidro bioativo obtida com 60% Si; 36% Ca e 4% P,
preparada pela técnica de Sol-Gel (anexo 4), segundo Coelho (2003), foi gentilmente

cedida pelo grupo de biomateriais do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas da



UFMS. Para a incorporacéo, aliquotas de 0,2g de VB foram adicionadas em tubos
de ensaio contendo 2mL de EPV ou fragfes, e incubados por 24h a 35°C. Apoés este
periodo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado de VB foi seco em estufa a
50°C por 24h e reduzido a p6. Os compadsitos foram armazenados em geladeira até

0 momento das analises.

4.5 Avaliagao da atividade antibacteriana

4.5.1 Avaliacdo da CIM de culturas puras sobre as frac6es de propolis

A fim de verificar-se a presenca de atividade antibacteriana, a propolis foi
inicialmente testada frente as bactérias anaerdbicas facultativas, procedentes da
American Type Culture Collection (ATCC), pertencentes ao Laboratorio de

Microbiologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFMS:

- Escherichia coli ATCC 25922
- Staphylococcus aureus ATCC 25923

Primeiramente foram realizados testes antimicrobianos das fracbes sem
adicdo das particulas de Vidro Bioativo. Os procedimentos foram realizados segundo
o Clinical and Laboratory Standars and Institute (CLSI) de acordo com a norma M7-
A6 (2006). A técnica escolhida foi a de macrodiluicdo em caldo Mueller Hinton, ante
a insolubilidade das fracdes de prépolis verde em agua, optou-se pela diluicdo em
DMSO (Dimetilsulféxido) em concentragdo 12,5%, partindo da concentragdo de
10240 pg/mL, diluindo serialmente em base 2 até 20 pg/mL. Foram incorporados 0,5
ml de cada uma das concentracfes em 0,5 ml das respectivas culturas de bactérias
em fase ativa de crescimento, com a concentragéo ajustada em 5 x 10° UFC/mL
(Unidades Formadoras de Colbnias). O ajuste da concentragédo bacteriana foi feito
por meio de turbidimetria em espectrofotbmetro Marca Metrolab modelo 330, Buenos
Aires, Argentina, a 660nm de comprimento de onda. Uma vez ajustado, o indculo foi
suspendido em Caldo Mueller Hinton Cétion Ajustado (BD®, New Jersey, EUA),
duas vezes concentrado, a fim de manter a concentragdo original do meio apés a

adicéo das diluicdes da substancia teste.



Os testes foram realizados em duplicata para as duas bactérias e com as
quatro fragbes de propolis, incluindo uma amostra do extrato total (sem
fracionamento). Dois controles foram introduzidos, um para 0 meio de cultura e outro
para o diluente (DMSO). Os tubos foram incubados por 48 horas a 35°C. ApGs este
periodo, cada diluicdo foi semeada em placas de a4gar sangue em volumes de 2ul
(aproximadamente 10* bactérias por ponto) e novamente incubadas. A leitura foi
realizada apoés 48 horas.

O titulo foi expresso em pg/mL, correspondendo & menor concentracdo de

propolis que inibiu o crescimento dos in6culos quando comparados ao controle.

4.5.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana por meio de anélise de sobrevivéncia

pela técnica do plagueamento em agar em Pour Plate de culturas puras sobre a

prépolis verde incorporada ao VB

Utilizou-se as culturas de Staphylococcus aureus ATCC e Escherischia coli
ATCC, para se avaliar o tempo de sobrevivéncia apds exposicdo aos compositos.
Culturas em fase ativa de crescimento foram ajustadas na concentragdo inicial de
10°mL de Unidades Formadoras de Colénias (UFC), em Solucdo Simulada de
Fluido corpéreo (SBF) preparado segundo Kokubo et al., 1990 (Anexo 5). O ajuste
foi executado com o auxilio do espectrofotobmetro (Metrolab®, modelo 330, Buenos
Aires, Argentina) a 660 nm de comprimento de onda, que correspondeu a uma
absorbancia de 0,08 a 0,1.

As suspensfes de bactérias foram adicionadas na propor¢cdo de 1:10
(peso/volume) as fragBes de prépolis ja incorporadas ao VB e secas (0,2 g para 2
mL SBF). No tempo zero todos os tubos apresentavam a mesma concentragédo de
bactérias. Fez-se os testes para as 3 fra¢des, extrato total, vidro bioativo puro e um
controle sé com bactérias.

Em intervalos de 24 horas e por um periodo de 4 dias para E. coli e 9 dias
para SA., aliquotas de 100ul de cada uma das fragfes, foram retiradas e diluidas em
adgua peptonada 900 pl por tubo, até a sétima poténcia. A seguir ,100 ul de cada
diluicdo, foram plaqueadas em meio Agar Brucella (BD® New Jersey, EUA) pela
técnica de Pour Plate. Ap6és a homogeinizacdo do inéculo com o meio e da sua
solidificagéo, as placas foram incubadas a temperatura de 35°C, por uma noite e o

titulo expresso em numero de UFC por microlitro de suspencdo. A contagem das



UFC foi feita com o auxilio de lupa estereoscépica sob o aumento de 25X, nas

placas cuja diluicdo possibilitou a contagem entre 30 e 300 UFC.

4.5.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana contra biofilmes de bactérias

periodontopatogénicas

Para induzir a formacédo in vitro de biofilmes, cultivos mistos de bactérias
periodontopatogénicas pertencentes a bacterioteca do laboratorio de microbiologia
do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude, foram retirados da criopreservacao e
semeados em meio BHI (Anexo 6) e incubados a 35°C até atingirem fase ativa de
crescimento. Todos os ensaios com biofilme foram conduzidos em anaerobiose no
interior de jarras tipo Brewer.

Placas de cultura de células marca TPP® de poliestireno de 40 mm X 11 mm,
tiveram sua superficie tratada com 100 uL de saliva humana estéril (por
centrifugacdo a 10.000 G) e secas em fluxo laminar a fim de se formar um filme
condicionante, fundamental para a adesdo do biofilme & superficie do poliestireno.

Ap6s o condicionamento, as placas receberam 2,0 mL de meio BHI e foram
inoculadas com 0,1 mL dos cultivos mistos em fase ativa de crescimento. Na
sequéncia foram rapidamente acondicionadas em suportes confeccionados em
isopor, no interior de jarras e incubadas sob agitacéo a 60 r.p.m (rotagdo por minuto)
em anaerobiose, a 35°C por 24 horas.

Com os biofilmes ja formados sobre as placas, o meio de cultura foi esgotado
e as placas receberam 1 mL de solugdo VB (0,1g) e SBF (2mL). Nos testes com
biofilmes foram utilizados VB puro, VB associado ao extrato total de prépolis,
tetraciclina 50 mg, e um controle s6 com meio de cultura, em quadruplicata. Apés 60
minutos a solugéo foi esgotada das placas e acrescentaram-se 0,2 mL de azul de
tetrazélio (MERK®) como indicador de respiragcdo, 0s processos respiratorios
reduzem o sal de tetrazolium a formazan, um produto insolivel de colora¢éo azulada
que indica a atividade metabdlica da cultura (TERGERDY et al., 1967). As placas
foram novamente incubadas em atmosfera de CO,, em jarras de anaerobiose a 35°C

por 24 horas.
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Figura 1 - Producdo de formazam por redugdo do Azul de Tetrazdlium em

biofilmes heterotipicos de bactérias periodontopatogéncias

Cada micropogo foi lavado com 100 uL de DMSO para a dissolu¢céo do
biofiilme e o material resultante, diluido em 2 mL de um solvente organico (20% de
etanol (95%) e 0,75% de DMSO em &gua) e incubados em congelador para a
extracdo do formazam. O congelamento rompe 0s corpos bacterianos e disponibiliza
uma quantidade maior de formazam ao meio. Apds o tratamento anterior, 0
formazam foi solubilizado pela adicdo de 1 mL de acetona a cada volume tratado. As
solugdes foram clarificadas por centrifugacao a 4000 rpm.

4.6 Caracterizagao fisica por DSC (Calorimetria Diferencial de Varredura)

Calorimetria diferencial de varredura € uma técnica termoanalitica em que a
diferenca na quantidade de calor necesséaria para aumentar a temperatura de uma
amostra de referéncia é medida.

Neste estudo avaliamos a decomposicdo de substancias presentes na
propolis em relagdo a temperatura, com a finalidade de verificar a presenca de
substancias distintas. Para este teste as amostras foram analisadas em
equipamento marca Shimadzu® modelo TA50H, equipado com cadinho de platina
sob fluxo de ar sintético (nitrogénio e oxigénio).



5 RESULTADOS

5.1 Analise quimica da propolis verde

O resultado da cromatografia por CLAE do extrato de prépolis verde esta
representado na Figura 1. Nesta primeira andlise foi possivel averiguar que a
propolis verde € rica em metabdlitos secundérios (provavelmente substancias
fendlicas como os flavonodides) tanto qualitativamente quanto quantitativamente.
Esta afirmacéo baseia-se na intensidade de picos observados, que fornece um dado
quantitativo e pela complexidade do cromatograma observada através da
quantidade de picos que nos fornece um dado qualitativo confirmando a diversidade

de substancias.
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Figura 2 - Cromatograma obtido para o extrato etandlico de prépolis verde (Coluna
phenomenex Luna C-18, 5u, 150X4,6mm, CH3;CN/H,O 5-100% até 20 min, 20 a 30
min 100% CH3CN, f = 1,0ml/min, A = 254 nm).

O espectro de RMN de hidrogénio da prépolis verde (Anexo 3), mostrou uma
complexidade de sinais na regido de hidrogénio de anel aromatico compativeis com
sinais observados para substancias fendlicas como flavondides e derivados do acido
cafeico. Assim, foi possivel confirmar que a propolis analisada possui como

principais constituintes quimicos estas classes de substancias.



A particdo liquido-liquido dividiu o extrato de propolis verde em fracbes
hexano que é apolar e normalmente onde esta o Artepelin C; acetato de etila com
média polaridade e com a presenca de maiores quantidades de fendis, o que pode
caracterizar os flavonoides; e hidroalcoolica, fragdo também polar com presenca de

compostos fendlicos, porém em menores quantidades.

5.2 Analise da CIM de culturas puras sobre as fragdes de propolis

Tabela 1 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), expressa em pg/mL, das trés
fragcBes mais o extrato total de propolis verde

Fracdes Extrato Acetato Hexano Hidroetandlica
De Prépolis Total de
Etila

CIM pg/ml | CIM pg/ml CIM pg/ml CIM pg/ml
Staphylococcus 640 640 1280 160
aureus ATCC 25922
Escherichia coli
ATCC 25923 160 320 160 160

5.3 Titulagdo das culturas puras sobre VB e VB associado a Prépolis e suas

fracdes
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Figura 3 - Curva de sobrevivéncia de cultura de Staphylococcus aureus ATCC
25923, exposta ao VB e VB associado a extrato total e fracdes hidroalcoolica
hexano, e acetato de etila, de propolis verde.



Escherichia coli
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Figura 4 - Curva de sobrevivéncia de cultura de Escherischia coli ATCC 25922,
exposta ao VB e VB associado a extrato total e fracdes hidrodlcoolica, hexano e
acetato de etila, de prépolis verde.

5.4 Analise antimicrobiana do VB e VB associado a Prépolis contra biofilme

Apos exposicdo de 60 minutos, do extrato total de PV associado ao VB, VB
puro e Tetraciclina, sobre biofiimes heterotipicos de 24h de crescimento em
anaerobiose, constatou-se que o VB e a tetraciclina promoveram a inibicdo da
atividade metabdlica do biofilme. J& a associagdo PV/VB néo eliminou por completo
as bactérias, isso foi verificado pela presenca do formazam, indicador de respiracéo

celular.

5.5 Caracterizagéo fisica por DSC
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Figura 5 — Curva DSC obtidas em atmosfera de ar sintético de extratos de propolis
verde e fragBes hidroélcoolica, hexano e acetato de etila, de prépolis verde.

Os resultados da calorimetria diferencial de varredura demonstraram por
diferenca na altura dos picos de energia, que cada uma das fracoes de EPV
incorporadas ao VB apresenta substancias distintas, possivelmente flavonoides, e

interagem ao VB de maneira diferente



6 DISCUSSAO

A propolis é uma substancia complexa, resinosa, formada de residuos
vegetais por abelhas Apis mellifera (COUTO & COUTO, 2002 ; JOHNSON et al.,
1994). Tem sido utilizada como remédio popular desde o antigo Egito, devido suas
atividades antiinflamatéria, antioxidante, anti-séptica, anticariogénica, bactericida,
bacteriostatica, antitumoral, antifiingica e cicatrizante (GALVAO & GALVAO, 2003;
COSTA & OLIVEIRA, 2005; LONGHINI et al., 2007).

No mundo, o consumo de prépolis é cerca de 700-800 toneladas / ano, e o
Brasil € o segundo produtor mundial, atrds somente da China (LUSTOSA et al.,
2008). O seu uso em Odontologia tem crescido, principalmente em periodontia, por
ser uma aliada no tratamento periodontal, visto sua atividade antimicrobiana
(GEBARA et al., 2002; SWERTS et al., 2002, SPERANCA et al., 2007) e de inibicdo
do biofilme (ZARATE—PEREIRA, 2003 ; BRUSCHI et al., 2005; DE CARLI et al.,
2010).

A propolis varia sua composi¢do de acordo com a época da coleta, flora,
espécie de abelha, densidade da colméia e contaminantes (MARCUCCI, 1996;
PARK et al, 2000a; COUTO & COUTO, 2002.). Em um tipo de propolis sdo
encontrados diferentes flavondides, o que confirma os relatos de que a propolis varia
a composicdo de compostos fendlicos de acordo com a regido e flora onde é
produzida (PARK et al., 1997). Embora, Souza et al. (2010), apdés avaliarem o0s
efeitos da sazonalidade sobre EP, ndo encontraram diferencas significativas sobre
as caracteristicas fisico-quimicas do produto.

A Baccharis dracunculioflia (alecrim-do-campo), é a principal fonte vegetal da
propolis verde, (ALENCAR et al., 2005; CHANG et al., 2008), tipo que tem grande
aceitacdo ndo soO pela coloragdo e aroma, mas também devido suas excelentes
propriedades biolégicas decorrentes da presenca de derivados do acido cafeico,
substancias fenodlicas como flavondides e artepelin C, presentes em alta proporgédo
nesse tipo da propolis (ALENCAR et al., 2005; SALATINO et al., 2005).

Marcucci et al. (2007), citaram a CLAE como um processo quimico de
tipificacdo de substancias presentes na propolis. Isso foi verificado neste estudo, que
apdés andlise quimica por CLAE mostrou que a propolis utlizada € rica em
compostos organicos, devido a quantidade e altura dos picos observados no

cromatograma (Figura 1). O extrato estudado também passou por uma particao



liquido-liquido separando-o em fracdes, a fim de distinguir as possiveis por¢des com
maior concentracdo de flavonoides e artepelin C, e, consequentemente, com
atividade antimicrobiana.

Teste de CIM contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram
desenvolvidos por diversos autores. No entanto, hd diferencas entre o grau de
sensibilidade, principalmente devido a diversidade de metodologia empregada nos
testes. Alguns autores utilizaram o método de difusdo em agar, que usa discos de
papel embebidos em diferentes concentragbes de propolis e verifica a presencga de
halo de inibicdo (PARK et al., 1998c; ARY — JUNIOR F et al., 2006; REZENDE et al.,
2006), demostrando a efetividade de EP contra essas bactérias. Ja Silva et. al.
(2006), com a mesma metodologia n&o encontraram nenhuma atividade
antimicrobiana de EP para S. Aureus, mostrando que, além da metodologia, a
fisiologia bacteriana e sua resisténcia podem influenciar nos resultados.

Scazzochio et al. (2006), utilizaram o método de diluicdo seriada da propolis e
incorporagdo em meio solido, seguido da inoculagcdo de quantidade padrdo de
bactérias, segundo (NCCLS, 2006), método também utilizado neste trabalho, e
encontraram como CIM 1,25 mg/ml para S. Aureus. Os resultados por noés
encontrados foram diferentes (Tabela 1), embora além do teste de CIM para extrato
total, também realizamos para cada uma das fragbes. Com valores de 640 pg/ml
para o extrato total, e variando de 160 a 1280 pg/ml para as fragbes de prépolis
verde. Confirmando a interferéncia da fisiologia bacteriana nos resultados, como
também do tipo de propolis utilizada que pode apresentar caracteristicas fisico-
quimicas diferentes.

Gonsales et al. (2006), utilizando a metodologia de difuséo em agar contra S.
Aureus e E.coli.,, s6 encontraram inibicdo contra S. Aureus., mostrando que
bactérias Gram-negativas sdo naturalmente mais resistentes a acdo de prépolis,
devido as propriedades de permeabilidade da parede celular dessas bactérias. Os
resultados apresentados neste trabalho mostraram que tanto a E coli. como S.
Aureus foram sensiveis ao extrato total e suas fragdes, o que denota a natureza
antimicrobiana dos componentes presentes na propolis apos a solubilizacdo para
separar as fragfes. Mais estudos sdo necessarios para definir quais substancias séo
responsaveis pelas atividades em cada uma das fracdes.

A prépolis sendo um antibiético natural tem sido muito utilizada pela

populagdo, mas ainda existem duvidas com relagéo a dose recomendada, visto que



ndo ha padronizacdo quanto a posologia, indicagdo e contra-indica¢des (Santos V,
1999). Embora nédo seja um produto toxico (RIBEIRO et al., 2004) e os flavondides
sejam muito bem metabolizados pelo organismo (BURDOCK, 1998), esse deve
utilizado com cautela, assim como todo antibi6tico.

Os vidros bioativos sdo compostos ceramicos que, devido a bioatividade,
extraem uma resposta biologica em solucdes organicas e se decompdem, formando
uma camada de hidroxiapatita carbonata responsével pela unido dos tecidos ao
material. S&o formados por silicio, sédio, calcio e fosforo (NASSER-NETO, 2008) e
atualmente utilizados na Odontologia para preencher cavidades Osseas, enxertos
para correcao de defeitos periodontais e tratamento de dentina hipersensivel
(CARBONARI et al., 2011). Devido suas propriedades de osteoconducdo e
osteoestimulagdo (VILHACA et al.,, 2005; NASSER-NETO, 2008), forma um
arcabouco que permite penetracdo de capilares, vasos sanguineos e células, que
possibilitam o crescimento 0sseo.

Um dos destaques do VB é a biocompatibilidade, Carbonari et al. (2011),
demonstraram que suas particulas ndo apresentam toxicidade, nem estimulam
inflamacéo e rejeicéao.

Uma das propriedades do VB que tem despertado grande interesse € seu
potencial antimicrobiano, embora comercialmente o VB s6 seja utilizado em corregéo
de defeitos 0sseo, alguns autores tém demonstrado sua importancia quanto a
inibicdo de bactérias periodontopatogénicas (STOOR et al.,, 1998; ALLAN et al.,
2001; DOMINGUES, et al., 2004; EBERHARD et al., 2005; TAI et al., 2006). Esta
atividade esta relacionada ao pH, devido as reacdes alcalinas provocada pelas
particulas de VB, que inibem o crescimento bacteriano (LEE et al., 2003; VILHACA
et al., 2005; WALTIMO et al., 2007).

A capacidade antiinflamatéria dos VBs em reduzir a resposta e diminuir o
eritema ja foi citada, embora esse fato ainda néo esteja bem esclarecido (LEE et al.,
2003; THOMAS et al., 2005).

Os vidros bioativos podem ser dopados de substancias com potencial para
controlar infeccdes e inflamacdes (GUPTA & KUMAR, 2008). ApGs a incorporacao
das fracbes de propolis ao VB, as particulas passaram por testes fisicos de DSC
para verificar a presenga de substancias entre as fragées (Figura 4). Os resultados
demonstraram, por diferenca na altura dos picos de energia, que cada uma das

fracbes de EPV incorporadas ao VB apresentam substancias distintas,



possivelmente flavondides, e interagem ao VB de maneira diferente. Em nossas
condicdes experimentais, muito provavelmente essa interacdo quimica promove
uma reacao de neutralizacdo no VB que ¢é alcalino, devido a acidez da propolis.

Em relacdo a atividade antimicrobiana do VB associado a prépolis ndo se
encontrou na literatura estudos a respeito, onde foi necessario desenvolver uma
metodologia para pesquisa, devido ao aspecto inovador do trabalho.

ApoOs incorporagéo da prépolis ao VB, o material foi seco em estufa formando
um po fino, inodoro e de coloracdo esverdeada. Waltimo et al. (2007), afirma que
quanto menor o tamanho da particula do VB, maior a liberacdo de silica e aumento
do pH, o que consequentemente promove maior atividade antimicrobiana.

Para verificar a atividade antimicrobiana do VB puro e associado as fragfes
de prépolis, utilizamos a técnica Pour Plate através da curva de sobrevivéncia das
bactérias S. Aureus. e E. coli. (resultados Figuras 2 e 3). Para morte total das
bactérias o tempo variou de 4 dias para E. coli e 9 dias para S. Aureus, diferente de
resultados encontrados na literatura onde a inviabilidade de bactérias orais ocorreu
apoés 1 hora de exposicdo ao VB (STOOR et al., 1998; ALLAN et al., 2001). Essas
diferengas podem ser novamente relacionadas com a sensibilidade das bactérias
padréo utilizadas.

Munukka et al. (2008) testaram a atividade antimicrobiana de VBs obtidos
pela técnica Sol-Gel, a mesma técnica utilizada neste estudo. Encontraram forte
inibicdo no crescimento de bactérias de importancia clinica, embora o tempo
necessario para o efeito foi variavel.

Neste teste foi possivel observar que tanto o VB como a associacdo VB e
fracdes de propolis verde apresentaram atividade contra 0s micro-organismos na
forma planctonica.

Sabe-se que o biofilme periodontopatogénico € o0 responsavel por
desencadear as doencas periodontais (BONIFACIO et al., 1999; NERCOLINI, 2004;
LORENZO, 2004; SILVA 2006a). No biofilme, as bactérias ficam protegidas da acao
de substancias quimicas e antimicrobianas, o que dificulta sua eliminagdo e nos
revela a importancia da realizagdo de testes de destruicdo dos biofilmes in vitro,
além dos tradicionais testes de CIM (PITTS et al., 2003).

Nossa avaliagdo de exposicdo de biofilmes periodontopatogénicos formados
in vitro sobre VB, VB associado ao extrato total de PV e tetraciclina por 60 minutos,

mostrou que o VB e a ja consagrada tetraciclina, sdo eficientes na inibicdo da



atividade metabdlica do biofilme, enquanto a associagdo VB/PV n&o eliminou por
completo as bactérias. Verificou-se que em ambientes mais complexos como
biofilmes, esta associacdo nao é favoravel. Futuros estudos devem ser realizados
para comprovar esses efeitos, e em que grau as reagdes de neutralizagdo entre o
VB e EPV podem comprometer essa associagao.

Em relagdo ao VB puro, Tai et al. (2006), também verificou que o VB tem
potencial para ser usado no controle de placa, apos avaliar clinicamente os efeitos
de um creme dental com vidro bioativo na inibicdo do biofiilme e controle da
gengivite.

Enquanto Eberhard et al., em 2004, através de testes in vivo para avaliar os
efeitos do uso topico de Vidro Bioativo em pacientes com gengivite induzida,
verificaram diminui¢cdo nos sinais clinicos da inflamag&o, porém n&o na inibicdo na
formagdo de biofiime. Os resultados divergem ao apresentado neste trabalho,
possivelmente influenciado pela metodologia utilizada de formag&o de biofilme in
vitro.

Frente aos resultados apresentados, foi possivel inferir que este estudo
mostrou efetividade antimicrobiana do VB contra bactérias isoladas e na destruicao
de biofilmes. E que sua associagdo com a propolis pode ser comprometida, o que
contribui para que novos estudos e ensaios clinicos promovam o avanco do uso do
VB em Periodontia, sendo um potencial contribuinte no fator antimicrobiano para o

tratamento e eliminagdo da doenga periodontal.



7 CONCLUSOES

Apos andlise dos resultados foi possivel concluir que:

a) A propolis verde possui grande quantidade de compostos fendlicos como
flavonoides e derivados de 4cidos cafeicos. As fracdes de propolis verde possuem
distintas substancias, se diferenciando, possivelmente, pela presenga dos
flavonadides.

b) O extrato total de propolis verde e suas fracdes apresentam atividade
antimicrobiana frente as bactérias padronizadas.

c) O Vidro Bioativo mostrou-se efetivo contra as bactérias isoladas testadas,
assim como a associagéo VB/EPV.

d) O Vidro Bioativo promoveu a inibicdo da atividade metabdlica de biofilme

periodontopatogénico, o que nao ocorreu na associacao VB/EPV.
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ANEXO 1 - Sequéncia da CLAE.

Extrato etanélico
seco de prépolis
Verde

1) Adicdo de MeOH/H,0 (8:2), C=1mg/mL
2) Extracdo em fase soélida C-18
3) Lavagem com diclorometano

! !

Fase
Fase MeOH/H,O diclorometanica
(8:2)

Esquema da obtenc&o da fase hidrometandlica de propolis Verde para analise em CLAE.

A fase hidrometandlica [MeOH/H,0(8:2)] foi submetida a andlise por CLAE. A
primeira etapa consistiu em obter um gradiente exploratério (Snyder, 1997)*
utilizando as seguintes condi¢des:

+ Coluna: Phenomenex Luna C-18, 5y, 4.6X250mm.
% Eluente: Gradiente acetonitrila/agua 5 a 100% de acetonitrila em 20 minutos,
mais 10 minutos com 100% de acetonitrila
% Volume injetado: 10uL
% Fluxo: ImL/min
Esta primeira etapa tem por objetivo dimensionar a complexidade do extrato
analisado e assim permitir o ajuste das condi¢gbes analiticas para uma melhor
resolugdo do cromatograma. ApGs os ajustes dos parametros cromatogréaficos a
condicdo que favorece a melhor resolugdo para o extrato de propolis verde foi
definida como:
+ Coluna: Phenomenex Luna C-18, 5y, 4.6X250mm.
% Eluente: Gradiente acetonitrila/agua
% Acetonitrila 30 60 70
Tempo(min) 0 25 35

% Volume injetado: 10uL  Fluxo: 1mL/mi

! Snyder, L.R.; Kirkland, J. J. and Glajch, J. L. Pratical HPLC method development, 2" Edition,
Academic Press, New York, 1997.



ANEXO 2 - Materiais

de consumo para

espectro da RMN da propolis.

cromatografia

Item

Especificagdo

Hidroxido de potassio (Vetec)

Metanol HPLC (Vetec)

Acetonitrila HPLC (Vetec)

Acetato de etila HPLC (Vetec)

Acetona PA (Vetec)

Metanol deuterado (para RMN)

Etanol PA (Vetec)

Etanol 96 GL

O O N o O & W N B~

Tubos para RMN

=
o

Dessecador

[EEN
[N

Erlenmeyer com tampa

[EN
N

Baldo volumétrico

=
w

Béquer

[N
N

Membrana para filtracdo-CLAE 0,25um

[EN
ol

Membrana para filtracdo-CLAE 0,45um

[E
(o)

Pipeta volumétrica

[y
~

Filtro de vidro sinterizado

[EN
(ee)

Seringa de vidro para injecdo de
Amostra-CLAE

liquida e



ANEXO 3 - Espectro de RMN de *H do extrato etandlico da prépolis verde
(300MHz, CD;0OD).

SCRIVERNN0IZRANSS A 8 28nIlInnaEsgngnaNzeEen Current Data Parameters
BEENNEN A RN EBEB0Nnn 0 ¢ % mmmmmennnmNNN G A aa e a0 NAME P-VERDE
EXENO 1
NSz ENINZ N Y rocio :
F2 - Acquisition Parameters
Date 20080730
Time 15.17
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13G/
PULEROG 2q
D 65536
SOLVENT MeOD
NS 8
DS 0
SiH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 57
DW 107.200 usec
13 inai DE 6.00 usec
Regido de sinais o s
4 0
referentes a tomos L 000000 ke
de h|@rpgen|o de anel T
NUC1
aromatico. Pl 14.40 usec
PLL -4.00 dB
SFOL 300.1321864 MHz
FZ - Processing parameters
SI
SF 300.1300055 MHz
WDH EM
SSB 0
1B 0.30 Hz
GB Q
PC 1.00

1 ppm




ANEXO 4 — Etapas da sintese do vidro bioativo segundo Coelho (2003), através da
técnica SOL-GEL no sistema Si:Ca:P.

1) Mistura dos percursores
2) Hidrolise

3) Gelatizagéo

4) Envelhecimento

5) Secagem e estabilizagéo

Entre cada adigcdo de compostos, a mistura foi homogeneizada por meio de um

agitador magnético (marca FANEM ®) por uma hora. As amostras foram

preparadas no sistema 60Si02:36Ca0:4P205 como descrito a seguir:

1)

1)

111

V)

V)

Em um Becker foram adicionados sequencialmente: 103,5 mL de &gua
deionizada, 90 mL de Etanol e 5,76 mL de Acido nitrico 2M.
A seguir foram adicionados 29,7 mL de Tetraetilortosilicato, 3,03 mL de
Tetraetilfosfato, e 21,408 g de Nitrato de Calcio.
Hidroxido de Aménia foi adicionado em gotas sob agitagdo até inicio da
gelificacéo.
Apos gelificagdo as amostras foram secas a 130°C/24h, tratadas a 600°C/
4h sob aeracdo para eliminagdo de residuos da reagcdo, compostos
organicos, hidroxilas e estabilizacdo da estrutura vitrea. As seguintes
composicdes relativas foram alcangadas: SiO2= 60% em mol

CaO= 36% em mol

P205= 4% em mol

A desaglomeracgdo de particulas primarias em particulas menores de VB
foi obtida por trituragéo e filtracdo em peneiras de ago inox com trama 12

mesh que permite a passagem de particulas menores de 120um.

O produto final foi um po6 branco, fino e inodoro. Acondicionado em ambiente

seco por ser muito higroscopico.



ANEXO 5 — Protocolo para preparacdo de Fluido Simulado Corporeo (SBF),
segundo Kokubo et al., 1990:

a) Lavar bem a parede de uma garrafa de polietileno e de um basté&o de vidro de 1N

HCI, detergente neutro e agua destilada deionizada. Secar bem;

b) Colocar 500 ml de 4gua destilada deionizada da garrafa de polietileno e fechéa-la

com tampa de vidro;

c) Com a agitacdo da agua em um agitador magnético, dissolver totalmente os
reagentes, um a um na ordem dada na tabela abaixo:

Tabela 2 — Reagente para a preparagéao de SBF (pH 7,4, 1L)

Ordem Reagente Quantidade

1 NaCl 7.996 g
2 NaHCO3 0.350¢
3 KCI 0.224¢
4 K2HPO4 . 3H20 0.228 g
5 MgClI2 . 6H20 0.3054¢g
6 1M - HCI 40 ml

7 CaCl2 0.2784¢g
8 Na2S04 0.071¢9
9 (CH20OH)3CNH2 6.057 g

d) Ajustar a temperatura da solugéo a 36,5°C em banho Maria, e ajustar o pH da

solucéo em 7.4, agitando-a e titulando com uma solu¢&o de HCI 1N gota a gota;

e) Transferir a solucdo da garrafa de polietileno para um frasco volumétrico de vidro.

Adicione agua usada para lavar a garrafa de polietileno ao frasco de solugéo;

f) Ajustar o volume total da solu¢éo a um litro pela adicdo de agua destilada

deionizada, e agite o frasco a 20°C;

g) Transferir a solucédo do frasco a garrafa de polietileno e estocar a garrafa no
refrigerador a 5-10°C (se houver precipitado, ndo use essa solugédo nem seu

contéiner novamente).




ANEXO 6 — Meio de Cultura Caldo BHI pré - reduzido.

- 0,5 g de extrato de levedura

- 100 ml de agua destilada

- 1,6 ml de rezazurina (indicador de meio reduzido)

- 0,05 g de cloridrato de cisteina (redutor quimico)

- 1ml de solucéo vitamina K e Hemina ( 10 mg vit K, 50 mg hemina, 10ml &lcool
etilico) .

- 3,79 de BHI

-pH7.4

O meio é fervido para redugéo do O e colocado CO,. Os tubos sé&o lacrados e

autoclavados.







