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Quando o homem ainda n3o povoava a terra, as laboriosas abelhas ji trabalhavam
incansavelmente, ja que com elas, a sabia natureza havia conseguido uma das maiores formas
de organizacdo coletiva e especializada individual, tdo perfeita que ndo houve necessidade de
altera-la. Desde o aparecimento da abelha {Apis mellifera) na face da terra, ha cerca de 41
milhdes de anos, houve pouca necessidade de evolugcdo. Além de criar uma vivenda que
poderia servir de modelo de funcionalidade ao mais experimentado arquiteto (a colméia),
satisfazer suas necessidades nutricionais com um dos alimentos mais completos (o mel), e
elaborar substancias cuja atividade bioldgica é capaz de dar qualidades especificas as larvas
com elas alimentadas (a geléia real), a abelha teve também necessidade de criar sistemas de
defesa para proteger-se de seus predadores criando uma arma individual (o veneno) e uma

arma coletiva (a propolis).

Darcy José Gueto Levya



RESUMO

PEREIRA, Leliene Suely Rodrigues. Atividade antimicrobiana de solucdes de propolis.
2001. 55 f. Dissertacao (Mestrado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2001.

O presente estudo teve por objetivo avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana de
solucdes extrativas de propolis sobre cepas bacterianas usadas como referéncia em testes de
susceptibilidade a antimicrobianos e sobre dois periodontopatogenos, através de teste de
difusdo em agar e concentracio minima inibitéria. Foram utilizadas trés solucdes extrativas de
propolis: uma delas comercializada como extrato etandlico de prépolis a 50% em dlcool
90°GL e outras duas manipuladas a partir da prépolis in natura para obtencdo de solucdes de
propolis a 50% em dlcool 70°GL. As amostras utilizadas no estudo foram submetidas a
andlise cromatografica em camada delgada, apresentando os flavondides pré-qualificados pelo
padrdo: quercetina, crisina, galangina, tectocrisina e pinocembrina. As cepas bacterianas
utilizadas: Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) foram
cultivadas em dgar Miieller-Hinton a 36°C por 48 horas. As cepas dos microrganismos
periodontopatogénicos: Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) e Actinobacillus
actinomycetemcomitans (ATCC 29522) foram cultivadas em dgar sangue suplementado com
hemina e menadiona, e incubadas a 36°C durante 5 dias, em jarras de anaerobiose. O indculo
foi preparado na concentragdo 1 da escala de McFarland. Para o teste de difusdo em dgar
discos de papel de 7 mm de didmetro foram impregnados com 10ul das solucdes extrativas de
prépolis. Como controle, foram utilizados 10ul do solvente dlcool etilico a 70% e a 90%.
Para os testes com os microrganismos anaerobios facultativos e P. aeruginosa, os indculos
foram semeados em placas de Petri contendo dgar Miieller-Hinton e incubadas a 36°C por 48
horas. Para a P. gingivalis e para o A. actinomycetecomitans, o meio utilizado for dgar sangue
suplementado. Apds a distribui¢do dos discos dc papel, as placas foram incubadas em
atmosfera de anaerobiose, a 36°C por 5 dias. Para a avaliagdo da concentracao inibitéria minima
(CIM), as solucdes de propolis foram diluidas ou ndo, em meio de cultura nas proporgdes
1:20, 1:40, 1.80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280 e 1:2560. O meio utilizado na avaliacdo da CIM
para os anaerdbios facultativos e para a P. aeruginosa foi o dgar Miieller-Hinton e para a P.
gingivalis e para o A. actinomycetemcomitans, agar sangue suplementado. As superficies dos
meios foram semeadas com 41 de indculo e as placas foram incubadas a 37°C por um periodo
minimo de 48 horas. Nos resultados obtidos pelo teste de difusdo em &4gar S. aureus, P.
gingivalis e A. actinomycetemcomitans foram inibidos pelas trés solu¢des extrativas testadas.
Na avalia¢do da concentragdo minima inibitoria o E. faecalis e as espécies que apresentaram
sensibilidade ao teste de difusdo em dgar foram inibidos por diferentes concentragdes das
solugdes analisadas. A P. aeruginosa e a E. coli foram resistentes as menores dilui¢des das
solugdes extrativas de prépolis (1:20) no meio de cultura. Os maiores padrdes de inibi¢do foram
evidenciados em relagdo a P. gingivalis. Em todos os testes, os microrganismos foram
resistentes ao solvente: etanol a 70°GL e a 90°GL.

Palavras — chave: Propolis. Bactérias. Antimicrobianos.



ABSTRACT

PEREIRA, Leliene Suely Rodrigues. Antimicrobial activity of propolis solutions. 2001. 55
f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2001.

The present study aimed to evaluate, in vitro, the antimicrobial activity of propolis
extractive solutions on bacterial strains used as reference in antimicrobial susceptibility tests
and on two periodontopathogens, through agar diffusion test and minimum inhibitory
concentration. Three extractive propolis solutions were used: one marketed as 50% ethanolic
propolis extract in 90°GL alcohol and the other two manipulated from in natura propolis to
obtain 50% propolis solutions in 70°GL alcohol. The samples used in the study were
submitted to thin layer chromatographic analysis, presenting the flavonoids pre-qualified by
the standard: quercetin, chrysin, galangin, tectochrysin and pinocembrin. The bacterial strains
used: Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) were cultivated on
Mbeller-Hinton agar at 36°C for 48 hours. The strains of periodontopathogenic
microorganisms:  Porphyromonas  gingivalis (ATCC 33277) and Actinobacillus
actinomycetemcomitans (ATCC 29522) were cultured on blood agar supplemented with
hemin and menadione, and incubated at 36°C for 5 days in anaerobic jars. The inoculum was
prepared at concentration 1 on the McFarland scale. For the agar diffusion test, 7 mm
diameter paper discs were impregnated with 10ul of the propolis extractive solutions. As a
control, 10pu1 of the 70% and 90% ethyl alcohol solvent were used. For tests with facultative
anaerobic microorganisms and P. aeruginosa, the inoculums were seeded in Petri dishes
containing Miiller-Hinton agar and incubated at 36°C for 48 hours. For P. gingivalis and A.
actinomycetecomitans, the medium used was supplemented blood agar. After distributing the
paper discs, the plates were incubated in an anaerobic atmosphere at 36°C for 5 days. For the
evaluation of the minimum inhibitory concentration (MIC), the propolis solutions were
diluted or not, in culture medium in the proportions 1:20, 1:40, 1.80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:
1280 and 1:2560. The medium used to evaluate the MIC for facultative anaerobes and for P.
aeruginosa was Miiller-Hinton agar and for P. gingivalis and for A. actinomycetemcomitans,
supplemented blood agar. The media surfaces were seeded with 4ul of inoculum and the
plates were incubated at 37°C for a minimum of 48 hours. In the results obtained by the agar
diffusion test, S. aureus, P.gingivalis and A. actinomycetemcomitans were inhibited by the
three extractive solutions tested. In the evaluation of the minimum inhibitory concentration, E.
faecalis and the species that showed sensitivity to the agar diffusion test were inhibited by
different concentrations of the analyzed solutions. P. aeruginosa and E. coli were resistant to
lower dilutions of propolis extractive solutions (1:20) in the culture medium. The highest
inhibition patterns were evidenced in relation to P. gingivalis. In all tests, the microorganisms
were resistant to the solvent: ethanol at 70°GL and 90°GL.

Keywords: Propolis. Bacteria. Antimicrobials.
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INTRODUCAO

A gengivite induzida pela placa bacteriana, sempre precede periodontite (LOE, 1986).
Embora as lesdes de gengivite evoluam necessariamente para periodontite, ndo é possivel
distinguir lesses de gengivite que progredirdo ou nao para a perda de inser¢do periodontal
(PAGE, 1986). Para que isto ocorra, € necessdria uma cooperacao interativa multifatorial, que
envolve bactérias especificas, genética e fatores a tais modificadores e de risco PAGE et al.,
1997).

A chave para a preven¢do das doencas periodontais € o controle de placa dentéria
bacteriana. O controle quimico desta, fundamenta-se nas defici€éncias do controle mecanico
(ADDY; GRIFFITHS; ISSAC, 1977), que depende da cooperacdo e da destreza individual,
sendo. frequentemente, inadequada. De acordo com Collaerf et al. (1992) agentes quimicos
que atuem quantitativa e/ou qualitativamente sobre a placa bacteriana e exercam repercussao
positiva em relacdo a satde periodontal, podem ser empregados como adjuvantes do controle
mecanico. A terminologia direcionada aos agentes quimicos deve ser particularizada, ja que
compreendem a9oes diferentes sobre os aspectos microbioldgicos e clinicos. A nomenclatura
proposta em 1996 pelo segundo " European Workshop on Periodontics”. esclarece os termos.
Agentes com atividade antimicrobiana podem apresentar efeitos bacteriostaticos ou
bactericidas in vitro, que nao devem, entretanto, ser extrapolados para um efeito comprovado
sobre a placa in vivo. Efeito anti-placa produz uma prolongada e profunda redu¢do nos niveis
de placa, suficientes para prevenir o desenvolvimento de gengivite e/ou carie. Anti-gengivite
correlaciona-se a acdo na reducdo da inflamacao gengival sem necessariamente influenciar o
desenvolvimento da placa (incluem agentes anti-inflamatérios). Efeito inibidor ou redutor de
placa define reducdo quantitativa e. ou qualitativa de placa, em niveis suficientes ou nao, para
prevenir o desenvolvimento de gengivite e/ou carie. Agentes antimicrobianos e inibidores de
placa veiculados em colutdrios ou dentifricios se direcionam ao tratamento e controle da
gengivite cronica e s afetam o espaco supra gengival. Devem ser diferenciados de agentes
direcionados ao controle de placa sub-gengival, que precisam de acesso na bolsa periodontal
em concentragdo suficiente para produzir efeito (ELEY, 1999).

Agentes utilizados em colutdrios, podem ser categorizados em trés grupos (ELEY,
1999) com base em atividade antimicrobiana sobre bactérias da placa, possivel efeito

antiinflamatério e substantividade. Esta tltima propriedade parece ser a maior varidvel que
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influencia o controle de placa (KORNMAN; LOESCHE, 1980), permitindo a permanéncia do
quimioterdpico geralmente por adsorcao as superficies bucais e sua liberacao lenta, sob forma
ativa. A classificacdo divide os agentes em:

a) Grupo 1- aqueles com substantividade e espectro bacteriano adequado, com
efeitos anti-placa satisfatérios: clorexidina (HENNESSY, 1977), salifldor
(GENCO, 1994) e o delmopinol (COLLAEREF et al., 1992), sendo que estes dois
ultimos estdo ainda sob estudo.

b) Grupo 2 - agentes com pouca ou sem substantividade, mas com espectro
antibacteriano satisfatério: cloreto de cetil piridineo (LOPEZ et al 1995),
compostos fendlicos (FORRELLI; SUNDIN; LINDHE, 1975) e triclosan
(SCHAEKEN et al., 1996).

¢) Grupo 3- agentes que possuem efeito antimicrobiano in vitro. mas em estudos
clinicos mostram acdo baixa ou moderada sobre a inibi¢do de placa bacteriana
ou ndo apresentam diferencas estatistica em relacdo ao controle negativo ou
placebo: hexetidine (HARPER et al.,, 1995), povidine iodone (ADDY;
GRIFFITHS; ISAAC, 1977), agentes oxigenantes (WENNSTROM; LINDHE,
1979) e sanguinarina.

A prépolis, um produto de origem animal, produzida por abelhas da espécie Apis
mellifera, € um agente quimico que tem sido alvo de pesquisas recentes no controle de placa
bacteriana. Em estado bruto, € uma resina de coloracdo e consisténcia variada consistindo de
exsudatos coletados de plantas nas quais as abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera e
pélen para elabora ao final do produto (PARK et al., 1997). Apresenta propriedades
antissépticas, antimicrobianas, bacteriostdticas, adstringentes, espasmoliticas, hipotensivas,
citostaticas, antiinflamatdrias, imunomoduladoras, anestésicas, antioxidantes, dentre outras. Seu
emprego em odontologia tem se baseado em empirismo, sendo poucos os trabalhos que
realmente atestam efetividade. A prépolis tem sido testada para controle quimico de placa
bacteriana,  veiculada normalmente sob a forma de colutérios. Martinez et al. (1992) e
Oppermann (1996), observaram reducdo significativa na formacdo de placa bacteriana
supragengival. Os resultados de Murray, Worthington, Blinkorn (1997) e Duarte e Kfouri
(1999) ndo evidenciaram efeitos da prépolis nos indices de placa. Silveira et a. (1988)
formularam um agente a base de prépolis para tratamento de gengivite e ulceras bucais. A
denominacio proposta foi de Propoldn e constituia-se de propolis a 50% em élcool 95 GL,

propilenoglicol e coldide flexivel. Apos sucessivas aplicagdes sob a forma de irrigacao local,
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os autores observaram redu¢do do quadro inflamatério gengival. Alguns estudos relataram
atividade de prépolis sobre Streptococcus mutans e S. sobrinus in vitro (GEBARA;
ZARDETTO, 1996) e in vivo (STEINBERG; KAINE; GEDALIA, 1996). Ikeno, Ikeno e
Myazawa (1991) verificaram redugdo significativa nos indices de cérie dentaria em ratos,
devido as agdes da prdpolis sobre a microbiota cariogénica, em especial sobre inibi¢do da
sintese de glucanos insoliveis e sobre a glicosiltransferase presente nos estreptococos do
grupo mutans.

Grange e Davey (1990), observaram efeito inibitério preferencial da prépolis sobre
cocos e bacilos G*, o que justificaria o efeito sobre a placa bacteriana dentéria. A prépolis
poderia ser enquadrada no grupo C de agentes utilizados para controle de placa, se estudos in
vitro comprovassem efetividade sobre microrganismos presentes na placa dentaria, ja que in
vivo os resultados s@o controversos. Esta possibilidade qualificaria a propolis como agente de
efeito antimicrobiano sobre o controle de placa bacteriana. No entanto, a diversidade
relacionada a prépolis, dificulta uma padronizacdo dos efeitos e exige estudos mais detalhados
e direcionados. Vadrios fatores incluindo origem botanica, ciclos evolutivos das plantas
provedoras que condicionam variagdes nas concentracdes das resinas, fatores climatolégicos,
area de deposi¢cdo na colméia (MARCUCCI, 1995) alteram a composicdo da prépolis.
Segundo Park et al. (1997) sua composi¢do quimica depende da espécie de abelha, da regido
geografica e da fonte botanica de origem, dos métodos extrativos aplicados e do controle de
qualidade de cada fabricante.

Este estudo objetiva avaliar a atividade antimicrobiana genérica da prépolis, sobre
microrganismos frequentemente utilizados para avaliacdo e controle de qualidade de
antissépticos: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis € Pseudomonas
aeruginosa e atividade antimicrobiana especifica sobre dois microrganismos

periodontopatogénicos: Porphyromonas gengivalis e Actinobacillus actinomycetemcomitans.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 PROPOLIS - GENERALIDADES

1.1.1 Definicdo e Caracteristicas

Préopolis ¢ um nome genérico para uma substancia resinosa, coletada por abelhas
meliferas a partir de vérias fontes de plantas. E o produto oriundo de substincias resinosas,
gomosas e balsamicas, colhidas de brotos, flores e exsudatos de plantas nas quais as abelhas
acrescentam secrecoes salivares, cera e pdlen para elaboracdo final do produto (BRASIL,
2001).

Seu significado etimoldgico origina-se do grego e relaciona-se a funcdo defensiva e
protetora (“pro “- diante ou defesa; “polis “-cidade ou colméia) (GHISALBERTI, 1979).

De consisténcia semelhante a cera, a propolis € produzida por abelhas da espécie
Apis mellifera. E uma substincia resinosa dura e quebradica quando fria, mas mole e
pegajosa quando aquecida. A cor da propolis, em estado bruto, varia do amarelo-
esverdeado ao marrom escuro ou avermelhado, dependendo de sua idade e sua fonte.
Apresenta um odor caracteristico, que pode variar de uma amostra para outra. Existem
propolis que ndo apresentam odores (MARCUCCI, 1995). Ela pode ser parecida com
uma cola aromdtica. Como apresenta forte interacdo com 6leos e proteinas da Tele, sua remogdo desta

superficie € dificil) (GHISALBERTI, 1979).

1.1.2 Origem

Marcucci (1995) salientou que os componentes da prépolis, em estado bruto, t€m
origem a partir de trés fontes distintas: dos exsudatos de plantas coletados, de substincias
secretadas a partir do metabolismo das abelhas e de materiais e produtos introduzidos durante
elaboracdo da prépolis. Existem vdrios trabalhos que investigam a origem botanica da

prépolis. Geralmente € aceito que as abelhas coletam a prépolis da resina de rachaduras nas



15

cascas das arvores e de brotos de folhas (CONE, 1988). As abelhas selecionam as resinas que
necessitam e em cada diferente regido, escolhem grupos especificos de plantas. De acordo
com Ghisalberti (1979), aceita-se que abelhas coletam propolis de varias fontes de plantas
presentes na Europa, principalmente de espécies de alamos (género Populus, familia Salicaceae;
choupo-branco). Vidoeiros ou bétulas, olmeiros, amieiros, faias e coniferas tém importancia
secundaria, embora na Russia Central, vidoeiros predominem em relagao aos alamos Alfonsus
(1983). Nos Estados Unidos da América, alamos e pinheiros sdo as principais fontes de
propolis. Mesmo em dreas desérticas do sudoeste da América do Norte, dlamos sdo fonte
predominante de prépolis (KONIG, 1985). Segundo Ghisalberti (1979), na Austrilia,
eucaliptos sdo importantes fontes nativas de prépolis na regido oeste, como também
Xanthorrhoea pressii e Xanthorrhoea australis. Na América do Sul ndo existem arvores de
alamos. Na propolis venezuelana, a resina extraida de flores de espécies Clussia (C. minor e
C. major), da familia Guttifereae sdo a principal fonte de propolis (VIT et al., 1993).
Benzofenonas polipreniladas, contida nestas resinas, foram encontradas na maior parte das
amostras estudadas.

Bankova et al. (1996), avaliaram a composicao de uma amostra de prépolis in natura
coletada no estado do Parand, Brasil. A resina for submetida a processo extrativo e metanol e
através de repetidas cromatografias em coluna, 4 4cidos diterpénicos tipo labdano e
seringaldeido foram isolados. Os diterpenos encontrados foram relacionados como tipicos de
algumas espécies Araucaria, indicando uma provavel origem da prépolis brasileira da regido
sul. Banskota et al. (1998) analisaram os constituintes da prépolis brasileira, e a partir do
isolamento de componentes prenilados e labdano diterpenes correlacionaram Baccharis spp.,
Clussia minor, Clussia major e Araucaria heterophylla como provaveis fontes.

Bankova et al. (1999) analisaram qualitativamente, amostras de prépolis e exsudatos
de trés espécies botanicas frequentemente citadas como fontes de prépolis no Brasil:
Baccharis dracunculifolia, Araucaria angustrfolia e Eucalyptus citriodora. Sob bases
quimicas, verificaram que Baccharis dracunculifolia é a principal fonte de prépolis do estado
de Sao Paulo.

Cattorini, (1963) descreveu a coleta de substratos para a propolis a partir de brotos de
alamos. Segundo ele, as abelhas coletavam exsudato resinoso de brotos nas arvores € o0s
quebravam em pedacos usando suas patas traseiras € a boca. Esses pedacos eram. entdo,
umedecidos com a lingua e amassados dentro de peliculas, pelas mandibulas. Com a ajuda das

patas, as abelhas levavam as peliculas da boca ao longo dos pelos da tibia até a corbicula,
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indentacdo sem pelos no lado externo da tibia posterior. Enquanto armazenavam pedacos da
propolis na corbicula, as abelhas ja se preparavam para tatear mais resina. Quando a corbicula
estava preenchida, a abelha finalmente levava a propolis para a colméia. Elas poderiam esperar
na parede da colméia alinhadas por um periodo que variava de 1 hora a 2 dias, até que o
carregamento de prépolis fosse removido por outras abelhas, que imediatamente o usavam.
Essas abelhas eram mais velhas que aquelas que construiam. os favos de mel e as glandulas
para umedecimento da cera eram atrofiadas. A coleta da propolis poderialevar um longo tempo

e poderia ser interrompida por visitas acolméia para alimentagao.

1.1.3 Composi¢do

Através de vdrios métodos de andlise como liquida de alta pressdo e cromatografia
gasosa, cerca de 160 diferentes compostos t€m sido identificados na propolis (WALKER;
CRANE, 1987; GREENWAY et al.,, 1991). Segundo Park et al. 1997, sua composi¢cdo
quimica depende da espécie de abelha, da regido geografica e da fonte botanica de origem,
dos métodos extrativos aplicados e do controle de qualidade de cada fabricante. Geralmente, a
composi¢ao bdsica é de 50% a 55% de resinas e balsamos vegetais, 20% a 30% de cera, 5% a
10% de 6leos essenciais e 4% a 5% graos de pdlen e 5% de outras substancias de origem
organica e mineral como terra, cinzas, oligoelementos (aluminio, cdlcio, bério, bismuto,
cobalto, cobre, estroncio, iodo, litio, magnésio, niquel, prata, potdssio, vanddio, zinco, cromo,
ferro, manganés, chumbo e silicio), vitaminas do complexo B (B1, B2, B6, PP), vitaminas A,
C e E (LEJEUNE; POURRAT; DEHMOUCHE 1988; SANTOS, 1999).

Em zonas temperadas, flavondides, derivados de benzopironas presentes nas células de
fotossintese, sdo os principais componentes da propolis. Funcionalmente participam da fase
light da fotossintese como catalizadores do transporte de elétrons e/ou como reguladores de
canal de fons envolvidos na fosforilacdo. Com a morte da célula de fotossintese, sdo liberados
e aparecem no suco da planta (HAVSTEEN, 1983). Agliconas flavondides compreendem a
maior parte dos compostos fendlicos da propolis e estdo associadas as suas propriedades.
Também podem ser encontrados sob a forma de glicosideos e derivados metilados. Os
flavondides sdo onipresentes no reino vegetal e apresentam, na maior parte das vezes, baixa

toxicidade, sendo componente comum da dieta humana (TSUCHIYA et al., 1996).
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Prépolis da Venezuela (VIT et al., 1993) e do Brasil (AGA et al., 1994) apresentam
composi¢ao quimica diferenciada daquela das zonas temperadas, pois os polifenéis dos
alamos ndo estdo presentes. Existe uma variacdo na composi¢do quimica dependendo do sitio
de coleta, os flavondides geralmente estdo ausentes ou em baixas concentragdes € Sao
encontradas quantidades substanciais de prenilados, derivados de benzofenonas e dacidos
cindmicos.

Amostras de propolis foram coletadas de quatro diferentes &dreas do Brasil
(BANKOVA et al., 1995) cada uma delas caracterizada por um tipo predominante de arvore
e avaliadas em relacdo a composicdo quimica. A &drea denominada Br-1, era de um
reflorestamento de Eucalyptus; a Br-2, de uma floresta nativa; a Br-3, de uma plantacdo de
acaju e a Br-4, de uma plantacdo de laranja. As solugdes foram obtidas a partir de processos
extrativos em etanol e submetidas a cromatografia gasosa/espectofotometria de massa. Foram
encontradas, como caracteristicas da prépolis brasileira, baixa concentra¢iao de flavondides e
ésteres de dcidos fendlicos. Foram também observadas altas concentragdes de 4acido
dihidrocindmico, presenca de acetofenonas preniladas e terpendides, quase todos eles,

sesquiterpendides.

1.1.4 Funcdes na colméia

A funcdo primdria da prépolis na colméia € de cardter biocida, atuando contra
bactérias e outros microrganismos. Sugere-se que a propolis seja responsdvel pela baixa
incidéncia de bactérias e terra dentro da colméia, em relagdo a atmosfera extrema. Os
constituintes voldteis da propolis reduzem a aeroflora presente no apidrio (GHISALBERTI,
1979).

A propolis assegura a manutengdo das condi¢cdes ambientais no interior da colméia,
garantindo a sobrevivéncia do enxame, além de servir como material para o vedamento de
orificios. E usada para reparar e reforcar as finas bordas dos favos, para fechar fendas e
buracos e para fazer com que a entrada da colméia seja resistente as intempéries, mantendo a
temperatura estdvel (cerca de o0°C) e facilitando a defesa contra invasores. Promove
manutencdo do grau relativo de umidade dentro da colméia, necessario para o
desenvolvimento das larvas (MOBUS, 1972), além de proteger as camaras de cria evitando sua

contaminacdo. Também possui ac¢do sanitizante, sendo usada para “embalsamar” a carcaca de
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invasores da colméia que as abelhas conseguiram matar, mas ndo conseguem transportar para
fora. O invasor € coberto com prépolis e cera e os remanescentes sao deixados na parte
inferior ou em uma das paredes da colméia (NICOLAS, 1947). Este recobrimento com

propolis evita putrefacdo e odor caracteristicos.

1.1.5 Processamento

A prépolis € uma mistura de componentes, por isso € dificil o processo de extracao ou
fracionamento. A diversidade na composicao da propolis representa problemas para se extrair
precisamente seus principios ativos e estabelecer veiculos mais adequados para sua
formulacdo, devido aos diferentes graus de solubllidade dos constituintes (WALKER;
CRANE, 1987).

Segundo Debuyse (1983), alguns solventes, como éter , amoniaco, acetona, dlcool
etilico, tolueno e tricloroetileno permitem a solubilizacdo da propolis. Proserpio (1981)
caracteriza o etanol como um solvente parcial desta resina, e sugere associacdo com
propilenoglicol. Solugdes aquosas sdo obtidas atraves da fervura de prépolis in natura, mas
permitem menor liberagdo de principios ativos comparativamente com o processo extativo em
alcool.

O rnétodo usual para a extragcdo da fracdo solivel em dlcool, permite a separacdo de uma
"fracdo de cera" ou insoldvel em élcool. "Balsamo de prépolis" refere-se a fracdo que pode ser
extraida com dlcool a 70% (GHISALBERTI, 1979). Este titulo etandlico é frequente nas
formulacdes das solugdes de propolis e permite a extracdo de compostos fendlicos de agdao
antimicrobiana, antiinflamatoria e antioxidante (HAVSTEEN, 1983, GREENWAY et al.,
1991).

A propolis, em seu estado bruto, é coletada por apicultores através da raspagem da
superficie da colméia. O processamento da prépolis, a partir de sua coleta, envolve
primariamente, a avaliacdo do conteido em cera. Na observacdo de maior aspecto ceroso da
propolis, a mesma deverd ser colocada sob processo de lavagem, a frio, em 4gua, para a
eliminacdo da cera extrinseca. O remanescente € entao, colocado para secagem ao ar, sobre tela
de ago inox. Caso ndo haja excesso aparente no contetido extrinseco de cera, a propolis podera

ser colocada diretamente, em alcool etilico a 95% Por este método, a cera remanescente €
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resquicios indesejdveis poderdo ser removidos. A finalizagdo do processo, envolve filtragdes

sucessivas (BURDOCK, 1998).

1.1.6 Vias de administracio

A maior parte das preparagdes a base de propolis sdo disponiveis para uso topico com
indicacdo para aplicacdo em pele e mucosa. A administragdo oral permite a veiculagdo de extrato
seco em cdpsulas contendo aproximadamente 400mg de prépolis por unidade (BURDOCK,
1998).

A maioria dos componentes individuais da prépolis possuem vérias acdes terapéuticas,
mas a completa insolubilidade da inistura (de compostos derivados de resinas de plantas),
geralmente impede a administracdo parenteral da prépolis e possivelmente a acdo através
dessa via eficaz. Com a descri¢do dos primeiros derivativos soluveis em agua (DIMOV et al.,
1991), isentos de cera, surgiu o interesse em se alcancar uma nova geragdo de drogas baseadas

na prépolis, com possibilidade de administracdo parenteral.

1.1.7 Toxicidade

Casos de dermatite de contato em individuos que usam prépolis em aplicacdo externa
e em apicultores que frequentemente entram em contato com a resina para coleta de mel e
limpeza das colméias t€m sido relatados. Esta propriedade indutiva tem sido relacionada a
presenca de 4cido cafeico fenil-éster na composi¢ao da propolis (HAUSEN et al.,1987).
Alguns pacientes apresentam reacao alérgica a propolis, embora esta resina apresente altas
concentracdes de flavonodides, potentes antialérgicos. Acredita-se que isto se deva aos graos
de pdlen presentes, o que pode ser contaminados pela hiperfiltracdo do extrato de prépolis

(HAVSTEEN et al., 1983).
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1.1.8 Emprego terapéutico geral

A préopolis é um dos produtos mais amplamente usados, durante milénios, na
etnomedicina. Desde o século passado, muitos estudos tem sido desenvolvidos e a maior parte
das publicacdes sdao do leste europeu.

Existe significante relato na literatura sobre o emprego da prépolis para tratamento de
algumas doencas inflamatodrias, causada por bactérias ou fungos (MARCUCCI, 1995).
Em dermatologia, apresentam indicag¢des e regeneracdo tecidual, tratamento de queimaduras,
cicatrizacdo de feridas, tratamento de neurodermatite, de acne, de ulceras de pele, psoriase,
herpes simples e genital, pruridos, além de atuar sobre alguns dermatdfitos. Produtos
farmacéuticos e cosméticos apresentados em logdes, cremes, pomadas, tabletes, sabonetes e
solugdes sdo formas usuais de comercializacdo. Em odontologia, a prépolis foi incialmente
empregada para anestesia, pois se reconhecia um efeito 5 vezes maior da resina que aquele da
cocaina. Veiculada atualmente sob forma de dentifricios e colutdrios, tem sido indicada em
tratamento de gengivite, queilite e estomatite (BURDOCK, 1998). A prépolis demonstra
efetividade no tratamento de doencgas do aparelho digestivo, evidenciando potente agdao
hematoprotetora e antiulcerosa (MARCUCCI, 1995).

A prépolis t8m sido atribuidas propriedades antissépticas, antimicrobianas,
bacteriostéticas, antimicOticas, antivirais, antiparasitdrias, antituberculosas, adstringentes,
antipiréticas, antiinflamatoérias, imunomoduladoras, antialérgicas, analgésicas, anestésicas,
antioxidantes, citostdticas, epitelizantes, espasmoliticas, hipotensoras e anticolesterolémicas
(GHISALBERTI, 1979; KUJUMGIEV et al., 1993; AMOROS et al., 1994; MARCUCCI,
1995).

1.2 Prépolis — Atividade antimicrobiana

A acdo provavelmente mais estudada, em relacdo a propolis, é a antibacteriana em
seus efeitos bactericida e bacteriostatico. Os componentes frequentemente relacionados a esta
propriedade sdo o dcido benzoico e seus derivados oxi e metoxibenzdicos, dcidos p- cumarico

e cafeico, dcido ferdlico com acdo sobre Gram-positivos (G+) e Gram-negativos
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sesquiterpenos (principalmente o bisabolol) e os flavondides pinocembrina e galangina
(KUJUMGIEV et al., 1993).

A acdo provavelmente mais estudada, em relacdo a propolis, é a antibacteriana em
seus efeitos bactericida e bacteriostatico. Os componentes frequentemente relacionados a esta
propriedade sdo o 4cido benzoico e seus derivados oxi e metoxibenzdicos, dcidos p- cumadrico
e cafeico, dcido ferdlico com acdo sobre Gram-positivos (G+) e Gram-negativos
sesquiterpenos (principalmente o bisabolol) e os flavondides pinocembrina e galangina
(KUJUMGIEV et al., 1993).

Grange e Davey (1990), observaram efeito inibitdrio preferencial em cocos e bacilos
G+. Utilizaram no estudo, extrato de propolis coletada em Lion (Franga). Sob evaporagao, 1
ml deste extrato produziu 60 mg de material resinoso s6lido. O estudo foi feito usando dilui¢ao
1:20 do extrato etandlico de prépolis em base dgar-sangue: 1 ml de prépolis foi adicionado a 19
ml de meio a 45°C em placa de Petri. Posteriormente, houve inoculacdo de suspensdes de
bactérias nas placas. O método permitiu evaporacdo do etanol e na presenca de quantidade
residual, ndo houve inibi¢do de crescimento bacteriano. A concentragdo inibitéria minima
(CIM) da propolis foi estimada através de duplas diluicdes 1:20 em nutriente de crescimento e
cada tubo inoculado com uma gota de suspensao bacteriana. Apds 14 horas, porcdes de cada
contetido dos tubos foi colocado em meio dgar, isento de prdpolis, para verifica¢do do crescimento
bacteriano. Na avaliacdo da CIM para Micobacterium tuberculosis, foi removido todo. o
contetido de etanol, devido a sensibilidade do bacilo. Os resultados evidenciaram que em
diluicao 1:20 (3mg de material solido/m1) em dgar houve inibi¢ao completa de Staphylococcus
aureus’ (incluindo MRSA), Staphylococcus epidermis, Enterococcus spp., Branhamella
catarrhalis, Corynebacterium sp., Bacillus cereus, parcial de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e inefetividade relacionada a Klebsiella pneumoniae. As dilui¢des inibitorias
para Bacillus cereus e cocos G+ for de 1:160 a 1:320 e para extratos de Micobacterium
tuberculosis, a inibigdo total for sob dilui¢do de 1:320 e parcial 1:640.

Alguns autores sugerem que a alta atividade antibacteriana da prépolis seja derivada
parcialmente, de algum sinergismo. Testando esta hipétese, Kujumgiev et al (1999) avaliaram
atividade antibacteriana de combinag¢des de prépolis com seus principais componentes, bem
como associacOes entre alguns destes compostos. Sinergismo, mas de pouca intensidade, foi
observado somente entre propolis e benzil cafeato, propolis e isopentil cafeato e entre
pinocembrina e benzil cafeato. Grange e Davey (1990), nos estudos com Staphylococcus

aureus, observaram sinergismo entre propolis e extrato etandlico de Aralia racemosa, outra
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planta com atividade anti-estafilocdcica. Krol et al., (1993), também avaliando a agdo da
propolis sobre Staphylococcus aureus, observaram efeito sinérgico significativo entre a
propolis e certos antibidticos como a estreptomicina a cloxaciclina, além de um efeito
moderado em associa a penicilina G, doxiciclina cloranfenicol e polimixina B.
Takaisi-Kikuni e Shilcher (1994) através de estudos microcalorimétricos e em
microscopia eletronica, elucidaram o mecanismo de acdo antimicrobiana da prépolis em
culturas de Streptococcus agalactie. O tratamento de células em crescimento deste
microrganismo com extrato etandlico de prépolis (25% V/V de etanol) levou ao bloqueio da
divisdo celular pela permanéncia da unido entre as células-filhas, inibindo assim, a mitose
bacteriana e resultando na formagao de estreptococos pseudo-multicelulares. Além disso, levou
a reducdo ou inibi¢do da atividade metabdlica bacteriana por desorganizacao do conteudo e da
membrana citoplasmatica e da parede celular causando, as vezes. bacteridlise parcial.
Andlises de proteinas em células tratadas com propolis indicaram que esta substancia inibiu a
sintese e a secrecdo de proteinas bacterianas. O tratamento de Streptococcus agalactie, com
extrato etandlico de propolis, ndo levou a formacao de paredes celulares tinas sugerindo que o
mecanismo de acdo diverge daquele relacionado as tetraciclinas, cloranfenicol e macrolideos.
Desta forma, pela complexidade atribuida a acdo da propolis, seu mecanismo niao pode ser
relacionado ao de outros antibidticos cldssicos. Ikeno, Ikeno e Myazawa (1991) verificaram.
in vitro, atividade antimicrobiana da prépolis contra Streptococcus sobrinus, Streptococcus
mutans e Streptococcus cricetus além da inibi¢do da sintese de glucano insolivel em dgua e da
atividade da glicosiltransferase. Neste estudo, utilizaram prépolis de 3 diferentes dreas: 2 da
China (Liaoning-Sheng e Jiangsu - Sheng) e a terceira, do Japdo (Koriyama). Os extratos
foram inicialmente preparados com 5 volumes de etanol (99,5%) e depois filtrados. Cada um
dos filtrados foi diluido em etanol até atingirem o mesmo grau de absorbancia de 290nm.
Também investigaram o desenvolvimento de caries dentarias em ratos inoculados com
Streptococcus sobrinus, resistente a estreptomicina e sob dieta criogénica. Os animais foram
divididos em 5 grupos: aos do grupo 1 (controle) foram dados dgua contendo 1% de etanol;
aos do grupo dgua, contendo 1% de extrato etandlico de prépolis com concentracdo final da
resina 1 mg/ml; os do grupo 3 foram inoculados com S. sobrinus e foi fornecido dgua
contendo somente etanol; aos do grupo 4 foi dado dgua contendo prépolis a0 mesmo tempo
em que foi feita inoculagdo com S. sobrinus; ao grupo 5 foi dado dgua contendo prépolis apds
inoculacdo com S. sobrinus. A mesma concentragdo de prépolis do grupo 2 foi usada nos

grupos 4 e 5. Nos resultados do estudo in vivo, os ratos inoculados com S. sobrinus no grupo
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3, apresentaram metade das fissuras cariadas, enquanto que houve significantemente menos
caries nos grupos 4 e 5. As céries dentarias nos grupos 4 e 5 foram inibidas 56,2 e 62,2%,
respectivamente, comparados ao grupo 3. Nenhuma diferenga significativa foi encontrada
entre ratos aos quais foi dado prépolis a0 mesmo tempo (grupo 4) ou apds inoculagdo com S.
sobrinus (grupo 5). Nenhum efeito téxico da prépolis sobre o crescimento dos ratos foi
observado sob condi¢cdes experimentais neste estudo. Os resultados sugeriram assim, que a
propolis pode controlar cdrie dentaria en um sistema de modelo em ratos. Analisando a
composi¢do da prépolis de Liaoning-Sheng, Ikeno, Ikeno e Myazawa (1991) identificaram
atividade antimicrobiana do 4cido cinamico e do 4cido cafeico contra S. mutans e S. cricetus.
Acido cinimico também inibiu atividade de glicosiltransferases. Concluiram assim, que dcido
cindmico pode ser o componente ativo na propolis em termos de protecdo contra céries
dentdrias em ratos. Steinberg et al 1996 testaram in vitro e /in vivo, acdo de extrato etandlico
de prépolis (20% de préopolis em titulo etandlico de 60GL) sobre Streptococcus sobrinus e
Streptococcus mutans. In vitro, foram preparadas dilui¢des seriadas de prépolis em meio
caldo Trypticase Soy Proth (TSB) com concentracdes finais de 0,8%, 0,4%, 0,2%, 0,02%o e
0,002. Em cada tubo teste foram adicionados 0,6ml de indculo bacteriano. Como a prépolis
interage com o caldo do meio bacteriano, a atividade antibacteriana foi mensurada usando-se
o método da placa de dgar. Dilui¢des seriadas foram preparadas a partir de cada dilui¢do da
propolis e aliquotas de 0,05 ml destas foram semeadas nas placas de dgar contendo TSB e
mantidas em incubacgdo por 24 horas. Nos resultados in vitro, na dilui¢do 0,002% de prépolis,
o efeito ndo for significativo sobre Streptococcus sobrinus e Streptococcus mutans. Em
concentragcdes superiores a esta, houve diminui ao no crescimento bacteriano e a 0,4 foi
observado efeito inibitério completo. Para o estudo clinico, foram recrutados 10 individuos.
Inicialmente foram coletados 2 a 3m1 de saliva de cada um deles, matinalmente (9-10 horas).
No periodo experimental os insumos foram orientados a escovar os dentes sem usar
dentifricios e a ndo comer ou beber. Cada um dos voluntarios recebeu 10 ml de solugdo de
propolis diluida a 0,2%o0 com solugdo salina estéril e bochecharam por 1,5 minuto. Amostras
de saliva foram coletadas 10 minutos e 60 minutos apds a aplicacdo. As mesmas foram
mantidas a 4"C e manipuladas no mesmo dia. Os resultados evidenciaram, 10 minutos apds a
aplicag@o da propolis. 38% e 42% de redugdo média na contagem bacteriana de Streptococcus
sobrinus e Streptococcus mutans, respectivamente (P<0,05). Uma hora apds a aplicagdo, a
reducdo na contagem bacteriana foi mantida (P<0,05), embora um leve aumento quantitativo

de S. mutans tenha sido detectado. Os autores sugeriram que a reducdo nas contagens de
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Streptococcus sobrinus e Streptococcus mutans também seja resultado do aumento do fluxo
salivar induzido pelo bochecho com este produto. Gebara e Zardetto (1996) avaliaram a
atividade antimicrobiana de diversas tinturas a base de produtos naturais. entre elas a propolis,
sobre Streptococcus sobrinus e Streptococcus mutans. Na avaliagdo da concentracdo minima
inibitdria, a solucdo de prépolis inibiu S. mutans e S. sobrinus nas dilui¢des 0,04 mg/ml e 0,02
mg/ml. respectivamente. A capacidade de inibicdo da sintese de glucanos, representada pela
aderéncia ao vidro, foi avaliada pela concentracdo inibitéria minima de aderéncia (CIMA)
correspondendo a 0,01 mg/ml para ambos os microrganismos. Os resultados sugerem
possibilidade de emprego deste agente no controle de 5. mutans e 5. sobrinus presentes placa
dentaria. O estudo de Park et al (1998) observou efeito inibitério de extratos etandlicos de
propolis (2g de extrato seco em 25 ml de etanol a 80%) sobre, S. mutans e sobre a atividade da
glicosiltransferase. No estudo, as amostras de propolis foram coletadas de diferentes estados
brasileiros: Minas Gerais (MG), Who Paulo (SP), Goias (GO), Mato Grosso do Sul (MS),
Parand (PA) e Rio Grande do Sul (RS) sendo que o maior efeito inibitério bacteriano se
relacionou a uma amostra da regidao sul (RS). Resultados da andlise qualitativa da
propolis, evidenciou diferencas no conteido flavondide, com maiores teores de
pinocembrina e galangina na prépolis originaria do RS.

Zarate-Pereira (1999), comparou a atividade antimicrobiana de fluoreto de sédio a

0,05%, fluoreto de sédio a 0,2% e prépolis 5% acrescida de fluoreto de sédio 0,05 0/0 sobre
Streptococcus mutans. No estudo foi utilizado extrato etandlico de propolis a 70% e a
determinagdo da concentracdo inibitdria minima sobre S. mutans foi determinada in vitro.
Aliquotas de 0,1ml de cultura de S. mutans em caldo Trypticase Soy Broth (TSB) foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo prépolis nas concentragdes 0,5%, 1,0%, 2,5%, 5,0% e
10% também em caldo TSB. A concentracio bactericida minima de 2,5% foi posteriormente
determinada em meio dgar triptone soja. O autor conduziu o estudo preparando umasolugdo de
prépolis com concentracdo de 5%, devido a condi¢des inerentes ao meio bucal. Foram
selecionadas para a avaliacdo antimicrobiana, 46 criancas com idades de 6 a 10 anos, carie-
ativas, com niveis de S. mutans variando de 10 5 a 10 6 UFC/ml de saliva. Os pacientes foram
divididos em 3 grupos e receberam os colutérios teste aleatoriamente, sendo orientados a
fazerem bochechos didrios por 15 dias. Apds 24 horas, 7 de 15 dias, foram realizadas novas
coletas de saliva e contagens de S. mutans. Concluiu-se que prépolis a 5% acrescida de
fluoreto de sddio 0,05% apresentou maior atividade antibacteriana contra 5. mutans, em

comparacao as outras solugdes avaliadas.
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Os efeitos de uma solucdo hidroalcéolica de prépolis de origem cubana, a 1,5% foram
discutidos por Silveira et al. (1988). Vinte estudantes do sexo feminino, de 16 anos de idade,
com quadros de gengivite cronica, participaram do experimento. No baseline foram avaliados
os indices de andlise de higiene bucal de Love e gengival de Loe e ndo foram dadas instru¢des
de higiene bucal. As voluntarias foram divididas em 2 grupos: teste (receberam solug¢io
hidroalc6olica de propolis) e controle (receberiam placebo) e se submeteram a um
bochecho didrio, supervisionado, com dura¢do de 3 minutos, durante 15 dias. Ao final
deste periodo, nova mensuracdo dos indices foi realizada. Em ambos os grupos se
observou reduc¢do no nivel de placa acumulada e no grupo teste a melhoria do estado
gengival em relagdo ao grupo controle. Os autores sugeriram o uso da soluc@o hidroalcéolica
a 1,5% como colutorio para uso didrio na manuten¢do de saude gengival.

Opperman (1996) objetivou a avaliagcdo do efeito inibitério dc placa bacteriana supra
gengival 24 horas ap6s a aplicacdo das solucdes de prépolis a 30% em titulo etandlico de
70°GL (solugdo 1), e de etanol a 70% (solucdo 2) em relagdo ao controle (nenhuma solugdo
foi aplicada). Participaram do estudo, 20 académicos do curso de Odontologia que se
submeteram a aplicacdo de cada uma das solucgdes e avaliagio do Indice de Placa (de acordo
com Silness e Loe; Loe) a intervalos semanais. De acordo com os resultados, houve reducao
significativa na formacgao de placa supragengival, tanto nas faces livres, quanto nas proximais,
24 horas ap0s a aplicacdo da solug@o 1 em relacdo a solugdo 2 e ao controle.

Murray, Worthington e Blinkhorn (1997) avaliaram o efeito de um colutério a base de
prépolis em extrato etandlico a 10% associado a polioxiésteres, O6leo de ricino
hidrogenado, sédio nipasept e dgua, na formacdo de novo de placa bacteriana. O estudo foi
duplo-cego. paralelo de trés grupos e envolveu 42 pacientes. Trés colutérios foram comparados:
o teste. contendo o ingrediente ativo propolis; o placebo, contendo a mesma composicao do
teste. embora sem a resina e o controle positivo, a base de clorexidina. Trés semanas e uma
semana antes do inicio do estudo, todos os pacientes foram submetidos a raspagem e
polimento dentdrios. No baseline foram avaliados os indices de placa (de acordo com Silness
e Loe, Loe). Procedimentos de profilaxia dentdria foram realizados e a partir dai os pacientes,
divididos em grupos, foram orientados a usar o colutério, fornecido aleatoriamente, 2 vezes
ao dia, em bochechos de 1 minuto e a absterem-se dos cuidados de controle doméstico de
placa por 5 dias. Apds este periodo, os scores de placa foram reavaliados e os autores

verificaram que a clorexidina for significantemente melhor no efeito inibitério de placa.
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Houve uma reducao de 14% no indice de placa do colutério teste para o placebo, mas nao foi
estatisticamente significante (p=0.19).

O estudo de Duarte e Kfouri (1999), avaliou o efeito de 3 bochechos didrios, cada um
deles de um minuto, com 20ml de suspensdo hidroalcéolica de prépolis a 0,84%. durante 10
dias. No baseline foram avaliados os indices gengivais (proposto por Loe e Silness e
modificado por Loe) e de placa (preconizado por Quigley; Hein) .0s 17 pacientes do estudo
foram entdo submetidos a controle profissional de placa supra gengival e orientados para
retomo apds 10 dias, sem qualquer tipo de orientacdo sobre procedimentos de higiene bucal.
Ap6s este periodo foram novamente avaliados os indices gengival e de placa, realizados os
procedimentos de profilaxia e os pacientes foram orientados a fazerem os bochechos com a
solucdo de prépolis. Nova mensuracdo do controle de placa foi realizada apds 10 dias e
estaticamente ndo se observou diferenca nos indices avaliados nos 3 periodos. Os autores
concluiram que nido houve modificacdo significante no mecanismo de forma ao de placa
bacteriana e nos sinais clinicos de gengivite.

Santos et al. (1997), avaliaram a atividade antibacteriana de extratos etandlicos de
propolis sobre 30 amostras de Actinobacillus actinomycetemcomitans e bactérias do género
Fusobacterium por método de diluicdo (V/V%) em &agar. Foram testados 4 espécimes de
prépolis comerciais e 4 de prépolis in natura coletadas em apidrio experimental localizado no
municipio de Cachoeira da Prata-MG. As amostras de propolis in natura foram analisadas
quanto as caracteristicas fisico-quimicas e a origem botanica. Os resultados para o A.
actinomycetemcomitans revelaram sensibilidade a concentragdes de 0,1% a 0,25%, e auséncia
de crescimento a 0,5%. A maior parte das amostras de Fusobacterium spp. foi inibida a

concentracoes de 0,05% a 0,1% e nenhuma cresceu a 0,25%.
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2 PROPOSICAO

Objetivou-se, neste estudo, avaliar a atividade antimicrobiana de trés solugdes de
propolis obtidas a partir de processo extrativo em dlcool, de origens distintas (amostras Nova
Era, Parand Green e Super Green), sobre microrganismos que reconhecidamente apresentam
elevado grau de resisténcia a substancias com propriedades antimicrobianas/anti-sépticas:
Enterococcus faecalis(ATCC 29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e sobre dois
periodontopatégenos: Actinobacillus actinomycetemcomitans (ATCC 29522) e Porphyromas

gingivalis (ATCC 3327).



28

3  MATERIAL E METODOS

3.1 Solucoes extrativas de propolis testadas

Foram utilizadas tres solucdes extrativas de propolis a 50% (Figura 1). Uma delas.
comercializada, foi adquirida através do laboratério Nova Era Homeopatia, RJ (amostra A). Era
rotulada como "extrato de propolis em solugdo alcodlica 90°GL". A origem geografica, dados
técnicos sobre caracteristicas da propolis in natura utilizada para obten¢ao da solucio e o tipo
de processo extrativo em dalcool, ndo foram relatados. As duas outras amostras foram de
propolis, in natura, gentilmente cedidas pela Cooperativa Nacional de Apicultura Ltda.
(CONAP), de Belo Horizonte, MG (Figura 2). A partir destas amostras. foram preparadas

solugdes extrativas de propolis a 50% em titulo etanolico de 70°GL.

3.1.1 Preparo das solucdes a partir da propolis in natura

3.1.1.1 Analise técnica da prépolis in natura

As amostras foram selecionadas por macroregides de coleta: a prépolis denominada
Super-Green era procedente da regido sudeste, enquanto que a Paranid-Green da regido sul do
Brasil. As amostras foram previamente analisadas pelo orgdo emissor. Em relacdo a
caracteres organolépticos, ambas apresentaram aspecto de fragmentos heterogéneos, de
color¢do verde escura, sabor forte e amargo, possuindo odor resinoso caracteristico.
Possuiam, ainda, consisténcia viscosa sob temperaturas de 20°C a 40°C e endurecida a
temperaturas inferiores a 20°C. Através de cromatografia de camada delgada for determinada a

auséncia dos antimicrobianos: tetraciclina, oxitetraciclina. clorotetraciclina e sulfas.
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3.1.1.2 Processo extrativo da prfipolis in natura

As solucdes extrativas de propolis a 50%, em alcool etilico a 70%, foram manipuladas
por "Genese - Homeopatia e Preparacdes Farmacéuticas", Niter6i, RJ.

Obteve-se 500m1 das solucdes extrativas a partir de 250g de propolis /in natura
usando como liquido extrator etanol a 70° GL. A técnica empregada for de maceragdo prévia
por 48 horas na propor¢do de 350m1 (7,partes) de alcool a96° GL. Apos este periodo, o material
foi triturado e foram acrescentados a propocao 150ml (3 partes) de dgua destilada para a
obtencdo do titulo etandlico de 70° GL. O produto foi mantido em macera¢ao em local fresco
e seco com auséncia total de luz, durante 28 dias e submetido a duas agitacdes vigorosas
didrias durante 5 minutos. Apos esse periodo, foram realizadas duas filtracdes sucessivas € a
solugdo extrativa final obtida de cada amostra foi acondicionada em frasco de vidro de cor

ambar, bem fechado e armazenado em local fresco.

3.1.2 Analise cromatografica das solucdes de propolis

As trés solucdes utilizadas no estudo foram submetidas a cromatografia em camada
delgada, realizada na Fundac¢@o Bio-Rio, Laboratério de Controle de Qualidade (LCQ). Setor
de Fitoterapicos.

Para cada uma das andlises, foi utilizada uma cromatoplaca de alumlnio de 20/20cm
com adsorvente silica-gel 60 Fps; (Merck, Darmstadt, Germany). Na placa foram feitas 4
demarcagdes de 1 cm de largura no sentido horizontal para aplicacdo das bandas-padrdo e
banda-teste, com equidistancia de 2cm. Posteriorrnente, a placa foi ativada em estufa a 105°C
por 10 minutos. Foram entao aplicados 10p das bandas dos flavondides quercetina e crisina a
0,005% em etanol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), da solu¢do alcodlica de
propolis referendada como padrdo e da solucao-teste.

A cuba cromatografica (Pyrex, USA) foi saturada através do embebimento de papéis
de filtro colocados no interior das paredes internas com o eluente utilizado como fase mével:
tolueno + acetato de etila + acido férmico (80:20:10). Posteriormente o fundo da cuba foi

preenchido com o eluente, em cerca de 10cm de altura.



30

Para a corrida cromatogréfica, a placa foi colocada na cuba em posi¢do vertical, com
os pontos de aplicacdo das bandas acima do nivel do eluente (Figura 1). Apds o
desenvolvimento do cromatograma, a placa foi removida da cuba e exposta ao ar para
secagem. A leitura cromatogréfica foi realizada sob luz UV 254 nm (Sprectroline-Long Life
Filter, USA).

Todas as amostras de testadas obedeceram aos critérios exigidos pela andlise
cromatogrifica em camada delgada, apresentando os flavondides pré-qualificados quercetina
(Rf 0,15), pinocembrina (Rf 0,30), crisina (Rf 0,37) , galangina (Rf 0,41) e tectocrisina (Rf

0,49) e foram certificadas como solucdes de prépolis (Figuras 4, 5 e 6).

3.2 Cepas bacterianas e condicoes de cultivo

Todas as cepas bacterianas utilizadas nos experimentos foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC) Rockville, MD, USA e mantidas sob congelamento a -70°C em
solucdo de leite desnatado a 10% (Skim Milk Difco Laboratories, Detroit, MI, USA),
contendo 5% de glicerol. Foram selecionados os seguintes anaerdbios facultativos:
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923). Todos foram mantidos em placas de Petri contendo meio agar
Miieller-Hinton (Difco) e incubadas em estufa microbioldgica a 36°C por 48 h. Apesar de ser
um microrganismo aerobio estrito, a Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) for cultivada
nas mesmas condi¢des dos microrganismos anaerdbios facultativos. Foram utilizadas as cepas
dos microrganismos periodontopatogénicos’ Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) e
Actinobacillus actinomycetemcomitans (ATCC 29522). As cepas foram cultivadas em &4gar
sangue suplementado (base Trypticase Soy Broth, Difco), contendo 0,5% de extrato de
levedura (Difco), 10 mg/ml de hemina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e
0,Img/ml de vitamina Kl (naphtoquinone, Sigma). Apds a semeadura, as placas foram
mantidas em jarras de anaerobiose (Oxoid, London UK) contendo como gerador de
anaerobiose, o sistema Anaerobac (Probac, Sao Paulo, SP, Brasil). As jarras contendo as
placas e os geradores foram incubadas a 36°C durante 5 dias. Apesar de ser considerado um
microrganismo anaerobio facultativo, o Actinobacillus actinomycetemcomitans foi

cultivado em condi¢des de anaerobiose estrita, como a Porphyromonas gingivalis. A pureza
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das amostras era conferida através da observacdo da morfologia colonial e através da coloragao

de Gram.

3.3 Preparo do inéculo

As amostras de microrganismos aerdbio estrito e anaerdbios facultativos foram
cultivadas em dgar Miieller-Hinton (Difco) durante 24h a 36°C, e diluidos no meio liquido caldo
Miieller-Hinton, ndo inoculado, até a obtecdo de uma turvacdo similar ao tubo nimero 1 da
escala nefelométrica de McFarland. Tal suspensao corresponde a um valor entre 5x10% e 1 x
10” unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml).

As amostras de Porphyromonas gingivalis e de A. actinomycetemcomitans foram
cultivadas em &agar sangue suplementado e apds o crescimento, as células foram removidas
cuidadosamente com o auxilio de swabs estéreis e transferidos para meio liquido Trypticase
Soy Broth (TSB, Difco), até a obtencdo de uma suspensdo bacteriana correspondence ao tubo
1 da escala deMcFarland.

As suspengdes assim obtidas foram utilizadas para a realizacdo do teste de
sensibilidade a préopolis por difusdo em agar e para a determinagdo da concentragdo inibitdria

minima (CIM) das soluc¢des de propolis testadas.

3.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

3.4.1 Teste de difusido em agar

A avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo teste de difusdo em dgar foi realizada de
acordo com Park et al. (1997). Foram utilizados discos de papel de 7mm de didmetro
(Sensifar Ltda), apropriados para antibiograma. Os discos de papel foram depositados em
placas de Petri estéreis e impregnados separadamente com 10ul de cada solucdo de

prépolis. Como controles, foram utilizados 10ul do solventes dlcool etilico a 70% €90%.
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Para a realizacdo do teste com os microrganismos anaerdbios facultativos e os
in6culos foram semeados em confluéncia na superficie de placas de Petri contendo 4gar
Miieller-Hinton, com o auxilio de swabbs estéreis. As placas foram incubadas a 36°C por 48
horas. Para a Porphyromonas gingivalis e para o A. actfnomycetencamitans, 0 mesmo
procedimento anterior foi adotado, apenas substituindo-se o dgar Miieller-Hinton pelo dgar
sangue suplementado. A seguir, as placas foram incubadas em atmosfera de anaerobiose, a
36°C por 5 dias.

Os halos de inibi¢do de crescimento, gerados em torno de cada disco, foram medidos

com o auxilio de urna régua sob luininosidade adequada.

3.4.2 Concentracio Inibitoria Minima

Avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) das solugdes de propolis foi
determinada seguindo—se_o mesmo protocolo utilizado para os agentes antimicrobianos. As
solucdes de propolis foram, ou ndo, diluidas em dlcool 70% (amostras B e C) e em dlcool
90% (amostra A), na propor¢ao log2X (ou seja: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 e 1:128) e
incorporadas aos meios de cultura em diluicdo 1:20. A concentragdo final das diferentes
solucdes de propolis nos meios de cultura foram entdo: 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320,
1:640, 1:1280, 1:2560. O meio utilizado na avaliagdo da CIM para os anaerdbios
facultativos e para a P. aeruginosa for o dgar Miiller-Hinton. A avaliacdo da CIM para a
Porphyromonas gingivalis e para o A. actinomycetemcomitans, foi realizada em meio
agar sangue suplementado.

Os meios s6lidos foram preparados em tubos e aquecidos até a liquefacdo do dgar. A
seguir, os meios foram resfriados em banho maria e mantidos a temperatura de 48°C. No
caso do dgar sangue suplementado, a base TSB contendo 0,5% de extrato de levedura foi
liquefeita e entdo adicionada de sangue desfibrinado de carneiro, menadiona e da solugdo de
propolis (diluida ou ndo). No caso do dgar Miieller-Hinton, ap6s permanecer a 48°C, cada
tubo recebeu apenas a solugdo de propolis (diluida ou ndo). Apds a homogeneizacdo dos
tubos contendo o dgar, as misturas foram vertidas para placas de Petri estéreis.

Quatro microlitros de cada inoculo bacteriano foram semeados na superficie do meio

de cultura e incubados em atmosfera adequada a 37°C por um periodo minimo de 48 horas.
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A Porphyromonas gengivalis foi incubada por cinco dias para que fosse possivel observar-

se a pigmentagdo negra caracteristica, o que confirmava a pureza do inoculo bacteriano.

| \
Figura 1: Solugdes extrativas de prépolis e solventes etandlico a 90 GL.
Fonte: Prépria autora.

Figura 2: Propolis Super-Green e Parand-Green in natura
Fonte: Prépria autora.



Figura 3: Cuba e placa cromatograficas.
Fonte: Prépria autora.

Figura 4:Leitura cromatografica da soluc@o extrativa Nova Era (on amostra A.).
Fonte: Prépria autora.
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Figura 5: Leitura cromatografica da solugd@o extrativa Super-Green (ou amostra B)
Fonte: Prépria autora.

Figura 6: Leitura cromatografica da solugdo extrativa Parand-Green (on amostra *).
Fonte: Prépria autora.
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4 RESULTADOS

Suscetibilidades de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa a solugdes de propolis obtidas a partir de processo extrativo e ao
solvente das amostras foram testadas e os resultados sdo apresentados na Tabela 1. Os
resultados da difusdo em 4gar mostraram resisténcia microbiana de E. coli, E. faecalis e P.
aeruginosa as 3 amostras de prépolis e ao solvente. O crescimento de S. aureus foi inibido e
os halos evidenciados foram de 9mm para amostras A ¢ B e de 8mm para a C (Figura 7). Esta

cepa bacteriana apresentou resisténcia ao solvente.

Tabela 1: Atividade antimicrobiana de solu¢des de prépolis em Staphylococcus aureus.

DIFUSAO EM AGAR
SOLUC,OES DE PP/ A* B** Cosksk Qwsckk Q) seokeskok
MICRORGANISMOS
(ATCC)
S. aureus (25923) 9mm 9mm 8mm R R
E. coli (25922) R R R R R
E. [aecnlis (29212) R R R R R
P. aeruginosa (27853) R R R R 23
* amostra A Nova Era
** amostra B Super Green
*#% amostra C Parand Green

*##* SOLVENTE 1 Alcool 90% em diluigio 1:20
*###+*SOLVEN BE 2 Alcool 70% em diluigio 1:20
PP Propolis

R Resistente
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A atividade inibitéria das solugdes de prépolis sobre S. aureus, E. coli, E. faecalis € P.
aeruginosa € apresentada na Tabela 2. Os resultados evidenciaram que a concentragcdo
inibitéria minima das amostras de propolis A e B para S. aureus foi de 1:160, enquanto para a
amostra C foi de 1:80. E. faecalis foi inibida em concentracdes 1:80, 1:40 e 1:20 das
solucdes A, B e C, respectivamente. P. aeruginosa e E. coli apresentaram resisténcia as
amostras. Todas as cepas testadas foram resistentes ao solvente. A Figura 8 evidencia os spots

bacterianos dos microrganismos testados.

Tabela 2: Atividade antimicrobiana de solugdes de propolis em Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa: Concentracdao Inibitdria
Minima

CIM
SOLUCOES DE PP/ B¥*  C¥** S1kHEE S2 HxkER
MICRORGANISMOS
(ATCC)
S. aureus (25923) 1:160 1:160  1:80 R R
E. coli (25922) R R R R R
E. [aecnlis (29212) 1:180 1:40 1:20 R R
P. aeruginosa (27853) R R R R R
* amostra A Nova Era
** amostra B Super Green
**% amostra C Parana Green

w444 SOLVENTE 1 Alcool 90% em diluigdo 1:20
##66xSOLVEN BE2  Alcool 70% em diluigio 1:20
PP Resistente

R

Os antibiogramas relativos aos periodontogenos cultivados foram avaliados e os
resultados sdo apresentados na Tabela 3. Porphyromonas gingivalis for inibido pelas trés
solucdes de propolis e os halos evidenciados foram de 25mm para a amostra A e de 27 mm
para a B e também para a C (Figura 9). Inibicdo de crescimento de Actinobacillus
actinomycetemcomitans obteve como resultado halos de 12mm, 11mm e 10mm para as

amostras A, B e C, respectivamente. Ambos os microrganismos foram resistentes ao solvente.

Tabela 3: Atividade antimicrobiana de solucdes de préopolis em Actinobacillus
actinomycetemcomitans € Porphyromonas gingivalis: Difusdo em Agar
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DIFUSAO EM AGAR

SOLUCOES DE PP/ A* B CHxk  Qikkk G kkkksk
MICRORGANISMOS (ATCC)

P. gingivalis (33277) 25mm 27 mm 27 mm R R
A. actinomycetemcomitans (29522) 12mm Ilmm 10 mm R R

* amostra A Nova Era

** amostra B Super Green

**% amostra C Parana Green

###% SOLVENTE 1 Alcool 90% em diluigdo 1:20
#xkxxSOLVEN BE 2 Alcool 70% em diluigdo 1:20
PP Prépolis

R Resistente

Resultados pertinentes a concentracdo inibitéria das solugdes teste de propolis sobre
periodontopatégenos sao apresentados na Tabela 4. Evidenciam diluicio maxima de 1:640
para a amostra A e de 1:1280 para a B e a C na inibigdo de P. gingivalis. Culturas de A.
actinomycetemcomitans foram inibidas em concentra¢cdes minimas de 1 :40 para amostra B e de
1:80 para as amostras A e C. As bactérias testadas apresentaram resisténcia ao solvente. As

Figuras 10 e 11 evidenciam os spots bacterianos do A. actinomycetemcomitans e P. gengivalis

respectivamente.

Tabela 4: Atividade antimicrobiana de solucdes de prépolis em Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gengivalis.

CIM
SOLUCOES DE PP/ A* B"* Ckx S ckkkE Gk sk
MICRORGANISMOS
(ATCC)
P. gingivalis (33277) 1:640 1:1280 1:1280 R R
A. actinomycetemcomitans (29522) 1:80 1:40 1.80 R R
* amostra A Nova Era
** amostra B Super Green
**% amostra C Parana Green

k%% SOLVENTE 1 Alcool 90% em diluicdo 1:20
*#**%%SOLVEN BE 2 Alcool 70% em diluicdo 1:20
PP Prépolis

R Resistente
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Figura 7: Halo de inibi¢@o gerado pelas amostras A, B e C sobre Staphylococcus aureus. Evidenciacdo de
resisténcia microbiana ao solvente etandlico a 70 GI. Teste de difusdo em dgar.

Figura 8: Spots bacterianos de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e
Escherichia coli evidenciados em avaliagdo de Concentracdo Minima Inibitéria.



Figura 9: Halo de inibi¢do gerado pelas amostras A, B e C sobre Porphyromonas gingivalis. Evidenciagao de
resisténcia microbiana ao solvente etandlico a 70°GL Teste de difusdo em 4gar.

Figura 10: “Spots ” bacteriano de Actinobacillus actinomycetemcomitans evidenciado em avaliacdo de
Concentra¢do Minima Inibitéria.
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Figura 11: “Spots
Minima Inibitdria.

bacteriano de Porphyromonas gingivalis, evidenciado em avaliagdo de Concentracdo
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5 DISCUSSAO

Registros relacionados ao uso empirico da prépolis datam da pré-historia, passam pela
civilizagdo egipcia, sdo citados pelo grego Aristételes (384-322 aC), e se estendem
progressivamente até nossos dias. As atribui¢cdes de propriedades terapéuticas a propolis
fazem parte da cultura popular.

Somente no século passado esta resina, produzida por abelhas, passou a ser alvo de
pesquisas. A primeira investigacdo sistematica das propriedades antimicrobianas da prépolis
foi realizada por Kivalkina, em 1948, com a deteccdo de atividade bacteriostatica da propolis
sobre Staphylococcus aureus, bacilo tifoide e outros patégenos (GHISALBERTI, 1979). O
primeiro medicamento elaborado a base de propolis foi produzido na URSS em 1969, o
Propoli-3, para uso extemo. Hoje os estudos se direcionam a determinac¢do dos principios
ativos e as multiplas propriedades terapéuticas, passando pela cosmetologia e industria de
conservantes (MARCUCCI, 1995).

Na odontologia, esta resina também ainda é usada com empirismo por profissionais e
pacientes que frequentemente relatam aceleragdo de processos cicatriciais apds seu emprego
no ambiente bucal. Vdrios estudos tem sido realizados, principalmente na Europa, onde as
propriedades dos produtos apicolas sdo reconhecidas e divulgadas. O Brasil tem produzido
alguns trabalhos sobre aplicapao da prépolis em Odontologia, mas ainda nfio existe
divulgaqao suficiente do reconhecimento cientifico da resina. Estudos comprovaram atividade
antimicrobiana da préopolis sobre Streptococcus mutans e S. sobrinus (GEBARA, ZARDETTO,
1996; ZARATE-PEREIRA, 1999) e Candida ssp (AZEVEDO et al., 1999); mostraram
efetividade na aceleracdo do reparo de feridas cirdrgicas (MAGRO FILHO, 1988) e no
tratamento de ulceras aftosas recorrentes (LOTUFO; BIRMAN, 1998); avaliaram efeitos na
mumifica¢dao pulpar (MATOS, 1989), no reparo de dentina em exposi¢do da polpa (BRETZ et
al., 1998) e na microflora anaerobica relacionada a lesées endododnticas (FERREIRA;
VALENTE, 1999), além de testarem formulag¢des de propolis veiculadas em colutérios para
controle de placa bacteriana (OPPERMANN, 1996; DUARTE e KFOURI, 1999) e em
dentifricio (PANZERI et al., 1999).

O presente estudo objetivou avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da prépolis.
Como sdao muitas as varidveis que resultam nas diferencas da composicdo e

consequentemente, nas propriedades da resina, foram entdo estabelecidos dois padrdes para as
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amostras: (1) obtencdo a partir de processo extrativo em alcool e (2) presenca de contetido
basico de flavondides.

Extratos etandlicos de propolis exibem ag¢des antibacterianas, antivirais, antifungicas,
anestésicas, antiinflamatorias, imunomoduladoras, hipotensivas e citostdticas (GHISALBERTI,
1979, BANKOVA et al., 1995). As formulacdes mais conhecidamente veiculadas no
comércio sdo "tintura de propolis a 20%" e "extrato de propolis a 50%". No presente estudo, a
escolha recaiu sobre a formulacdo a 50% pela possibilidade de se ter maior concentragcdo de
principios ativos.

As amostras testadas corresponderam a (1) solucdao de propolis comercializada como
"extrato etandlico de propolis a 50%" cedida pela Farmacia Nova Era. A sua origem geografica,
dados técnicos sobre caracteristicas da préopolis [n natura utilizada para obtencio da solucdo e
o tipo de processo extrativo em dlcool, ndo foram relatados. As outras amostras (2) Super
Green e (3) Parand Green foram processadas a partir de propolis in natura enviadas pela
CONAP - Cooperativa Nacional de Apicultura Ltda. e selecionadas por macroregides de coleta.
A propolis denominada Super-Green era procedente da regido sudeste, enquanto que a Parand-
Green, da regiao sul do Brasil. As resinas foram previamente avaliadas pelo orgdo emissor em
relacdo a caracteres organolépticos e presenca dos antibidticos tetraciclina, oxitetraciclina,
clorotetraciclina e sulfas. Andlise macroscOpica da prépolis in natura ja fornece dados
importantes sobre ocorréncia de principios ativos na prépolis, eomo a presenga do flavonéide
crisina, responsdvel pela cor amarelada e de cumarina, associada ao odor resinoso
(GHISALBERTI, 1979). A negatividade relativa aos antibiéticos descartou um possivel efeito
cruzado sobre os microorganismos que seriam testados

O exame para andlise das propolis avaliadas foi cromatografia de camada delgada. O
objetivo era de padronizar o conteido flavondide bdsico normalmente presente na prépolis,
sem no entanto quantifici-lo e qualificd-lo totalmente. Na técnica empregada, as amostras
foram comparadas a solucdo alcoodlica extrativa de propolis usada como padrio que
apresentava em sua composicao cinco flavondides distintos: (1) pinocembrina, (2) quercetina,
(3) crisina, (4) galangina e (5) tectocrisina. Estes representam os principais flavonodides
presentes em solugdes de propolis e correspondem a cerca de 35% do conteido flavondide
normalmente detectado (VANHAELEN ¢ VANHAELEN-FASTRE, 1979). Nos resultados
dos exames cromatograficos, as trés amostras foram certificadas como prépolis pelos
caracteres organolépticos de cor e aroma das solugdes extrativas e pela composi¢ao bésica de

flavondides. Os resultados do presente estudo mostraram sensibilidade do Staphylococcus
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aureus (S.aureus) a todas as amostras de préopolis testadas pelo teste de difusdo em 4gar. As
demais bactérias, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis (E.faecalis) e Escherichia
coli (E. coli) foram resistentes. No entanto, na avaliacdo da concentracdo minima inibitdria
(CIM), padroes de diluicdes variando de 1:20 (controle) a 1:80 foram inibitérios para
E.faecalis. A diferenca relativa inibicdo deste microrganisino pode ser decorrente da
difusibilidade dos principios ativos da prépolis em dlcool, que pode gerar, na difusdo em agar,
uma concentracao abaixo da inibitéria minima. Na pratica, o didmetro do halo de inibicdo ndo
permite distinguir a eficdcia relativa do antimicrobiano ensaiado, pois quanto maior for o peso
molecular da substiancia testada, menor a difusibilidade no meio € menor o contato com 0S
microrganismos cultivados.

Park et al. (1997), compararam qualitativamente os flavondides presentes em propolis
coletada de diferentes regides brasileiras. Os resultados indicaram semelhanca no contetido
flavondide presente nos extratos etandlicos a 80% obtidos de Sao Paulo e Minas Gerais
(regido sudeste) e Goias e Mato Grosso (proxima a sudoeste), mas diferenca em relacdo
aquele da regido sul (Parana e Rio Grande do Sul). Em relag@o a atividade antimicrobiana,
todas as amostras de extrato etandlico demonstraram inibicao de S.aureus , enquanto E. coli
ndo foi inibida. Essa diferenca na sensibilidade pode ser explicada pela diferenca no
conteiido qualitativo e/ou quantitativo de flavondides . Prépolis brasileiras apresentam
menor conteido de flavonéides (BANKOVA et al., 1995).

Os resultados relativos a inibicdo de bactérias Gram-positivas, no presente estudo,
condizem com os de Lepekhin e Leonova (1970) e Grange e Davey (1990), que observaram
maior sensibilizagdo de bactérias Gram-positivas a solu¢des extrativas de propolis em alcool
do que de Gram-negativas. Estas dltimas apresentam na membrana celular externa, uma
proteina denominada porina, que promove o mecanismo de transporte seletivo de compostos
de baixo peso molecular para o interior da célula, o que poderia explicar um menor efeito da
propolis se em sua composicdo predominassem compostos de alto peso molecular,
responsaveis pela acao antimicrobiana.

Os microrganismos utilizados no experimento corresponderam a cepas padronizadas
referendadas da American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MA, usadas em
culturas puras. Esta padronizagdo foi realizada para que ndo surgissem duvidas em relacdo a
procedéncia e a qualidade das cepas e para viabilizacdo da reprodutibilidade dos
experimentos.

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo mével, Gram-negativo, aerdbio estrito. E
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toxigénico e invasivo e um importante patégeno nosocomial. Enterococcus faecalis é o mais
comum dos enterococos e € responsdvel por 85-90% das infec¢des enterocdcicas, sendo
também um patégeno nosocomial. E um microrganismo anaerdbio facultativo e Gram-
positivo. Escherichia coli apresenta forma cocobacilar e € um anaerdbio facultativo Gram-
negativo. Staphylococcus aureus ¢ um coco anaerdbio facultativo, Gram-positivo, imével e
nao esporulado, produtor de catalase e coagulase. Estes microorganismos foram escolhidos
por serem mais resistentes as adversidades do meio ambiente e a agentes quimicos, sendo
referenciados como patégenos de escolha para testagens de antimicrobianos
(PAPPALARDO; SILGRIST; FRANCIOLI, 1991). Além disto, para a determinag¢do da
atividade antibacteriana de extratos etandlicos de propolis derivado de diferentes origens, o
padrdo bacteriano tem sido o Staphylococcus aureus (GRANGE e DAVEY, 1990;
BANKOVA et al., 1995).

Neste experimento, 0 Actinobacillus actinomycetemcomitans (A
actmomycetemcomitansy) teve seu crescimento inibido no teste de difusdo em dgar,
formando halos de inibi¢do de até 12mm. A CIM variou de 1:40 a 1:80. Estes dados ndo
estdo de acordo com aqueles do estudo de Santos et al (1997), que avaliaram a atividade
antibacteriana de extratos etandlicos de propolis sobre o A. actinomycetemcomitans por
método de diluicdo (V/V%) em 4gar. Os resultados para o A. Actinomycetemcomitans
revelaram sensibilidade a concentragdes de 0,1% a 0,25%, e auséncia de crescimento a 0,5%.
Calculando os dados do presente estudo, as concentracdes inibitdrias variaram de 1,25% a
2,5%. No entanto, uma comparacgao efetiva ndo foi possivel, pois no estudo de Santos et al.
(1997) nao foram mencionadas as concentracoes das solucOs de propolis.

O Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa e a Porphyromonas gingivalis (Pg) sdo
0s microrganismos mais extensivamente estudados em periodontia e se relacionam a diversas
condi¢cdes de doenga periodontal, estando também presentes em saide gengival, na placa
supra gengival. Sdo considerados periodontopatogénicos e apresentam fatores de viruléncia
que potencializam a capacidade destrutiva e invasiva dos tecidos do hospedeiro. Estas
propriedades dificultam a erradicacdo destes patégenos pelos procedimentos convencionais
de raspagem supra, sub-gengival e alisamento radicular, indicando associac@o de substancias
quimicas para controle adjuvante (SLOTS e TING, 1999).

Caracteristicamente, o Actinobacillus actinomycetemcomitans € um coco-bacilo
Gram-negativo, ndo esporulado e imével. De acordo com o metabolismo respiratério é um

anaerdbio facultativo, capnofilico, sendo produtor de oxidase e catalase (SLOTS, 1986). Este
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microrganismo apresenta vdrios fatores de viruléncia que permitem sua sobrevivéncia e
proliferacdo no ambiente bucal e o capacitam a envolver as estratégias de defesa do
hospedeiro. Muitos destes fatores podem estar relacionados a patogénese da doenca
periodontal e podem atuar (1) promovendo a colonizacdo e persisténcia do microrganismo na
cavidade bucal através de adesinas, invasinas, bacteriocinas e capacidade de resisténcia
antibidtica; (2) interferindo na resposta do hospedeiro pela a¢do de leucotoxinas, inibidores
quimiotdticos, proteinas imunossupressivas € proteinas de ligagdo a Fc; (3) destruindo os
tecidos do hospedeiro por mediacdo de citotoxinas, colagenase, agentes de reabsorcio dssea e
estimuladores da inflamagao; (4) impedindo o reparo dos tecidos do hospedeiro por inibicao
daproliferacao de fibroblastos e da formacgao 6ssea (FIVES-TAYLOR etal., 1999)

Periodontite juvenil localizada é a doenca mais relacionada a presengca de A.
actinomycetemcomitans (EISENMANN et al, 1983; LOPEZ et al., 1995, TINOCO et al., 1997)
com prevaléncia varidvel do microorganismo de 39% a 100% dos casos (SLOTS e TING,
2000). Esta bactéria também tem sido fortemente relacionada a lesdes periodontais em
pacientes com sindrome de Papillon-Lefevre (BIMSTEIN et al., 1990). Em sitios de
periodontite refratiria, o A. actinomycetemcomitans também ¢ frequentemente encontrado
(SLOTS, 1986), provavelmente devido a capacidade de invasdo tecidual e consequente
dificuldade para efetivo controle mecanico microbiano e adequada cicatrizacdo periodontal
(SAGLIE, 1981).

No presente estudo, a Porphyromonas gingivalis apresentou o maior perfil de
sensibilidade antimicrobiana a prépolis no teste de difusdo em &4gar e na avaliacdo da
concentracdo inibitéria minima. Os halos de inibicao formados variaram de 25 a 27mm e CIM
de 1:640 a 1:1280. Comparacdo com outros estudos ndo foi possivel, pois estes ndo existem
ou ndo foram encontrados na literatura.

A partir deste estudo, poderia ser questionado o uso do Staphylococcus aureus como
microorganismo teste para antibiograma de propolis. Pelo presente estudo, a P. gingivalis
apresentou sensibilidade evidente e mais facilmente comprovavel que o S. aureus. Dessa
forma, poder-se-ia sugerir que ela fosse usada como altemativa mais indicada para avaliar
atividade antimicrobiana de soluc¢des extrativas de préopolis.

A Porphyromonas gingivalis, € classlficada como um coco-bacilo, Gram negativo,
anaerodbio estrito, imdvel, hemolitico e assacarolitico (HOLT et al., 1999). A ocorréncia de P.
Gengivalis € mais restrita a cavidade bucal e tem sido relacionada a etiologia e progressao de

vdrios tipos de doenca periodontal (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1992). Ocasionalmente
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este microrganismo € relacionado a infecgdes ndo bucais, tendo sido relacionado a casos de
sinusite crOnica, abscessos peritonsilares, tonsilites, infec¢des pleuropulmonares, empiema
tordcico e abscesso tubo-ovariano (VAN WINKELHOFFe SLOTS, 1999). Acredita-se que a
P. gingivalis e outras bactérias periodontopatogénicas possam promover destrui¢do tecidual
em doencas periodontais por acdo direta de seus produtos nos tecidos e células do hospedeiro
e por inducdo de respostas inflamatdrias levando a alteracdes do metabolismo celular do
hospedeiro (PAGE e SCHROEDER, 1981). A Porphyromonas gingivalis produz muitas
macromoléculas e componentes que atuam como fatores de viruléncia e incluem
lipopolissacarideo, membrana externa e seus componentes incluindo vesiculas e fimbrias
além de numerosos produtos finais do metabolismo, especialmente proteinases (HOLT et al.,
1999).

Pacientes adultos periodontalmente sadios ou com minimo de doenga apresentam P.
gingivalis em cerca de 10% dos sitios estudados. Prevaléncia varidvel de 33 a 100% ocorre em
pacientes com lesdes de periodontite cronica (SLOTS e TING, 1999) e as maiores proporcdes
sdo observadas na microbiota de bolsas periodontais profundas (ALI et al 1996). Este
microrganismo € raramente isolado de sitios saudédveis ao redor do implante e vérios estudos
correlacionam sua presenca ao insucesso no tratamento implantar (ROSENBERG et al.,
1991).

Dados deste trabalho abrem perspectivas para outras pesquisas e avaliacdes. A propria
diversidade terapéutica relacionada a propolis abre novos campos de investigacdo. Dimov et al.
(1991) avaliaram um método de preparacio de um derivado de prdpolis, completamente
solivel em 4gua e isento de cera, em relagcdo a efetividade imunomodulatdria e bactericida.
Foi observada inducdo significante e nao-especifica de resisténcia do hospedeiro. Os
resultados dos testes antimicrobianos in vitro foram negativos. Os resultados dos testes
antimicrobianos in vitro foram negativos indicando que a protecao in vivo contra infecpOes por
Gram-negativos ndo se relacionou a acio bactericida da substancia. Estes derivados soluveis
teriam a capacidade de aumentar a resisténcia do hospedeiro por induzirem ativacdo de
macréfagos e estimularem as fungdes dos linfocitos. Isto justificaria uma funcdo
imunomoduladora, que isolada ou associada a propriedade antiinflamatéria da propolis
poderia atuar como adjuvante na terapéutica de doenca periodontal.

Os principais componentes relacionados a atividade farmacoldgica da propolis sao os
flavondides, os acidos aromaticos e os fendis (LEJEUNE; POURRAT; DEHMOUCHE1988,
GRANGE e DAVEY, 1990). Entre as vdrias propriedades terapéuticas dos flavondides esta o
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fortalecimento do tecido conjuntivo. Através da ativagdo da prolina hidroxilase, promovendo
as ligacdes cruzadas do coldgeno, e da supressdo de prostaglandina (indutora de elastase e
hidrolases catabdlicas). poderia controlar a decomposicdo do tecido conjuntivo. Além disto,
os flavondides potencializam a agdo da vitamina C, importante substrato para a sintese do
coldgeno. Esta propriedade poderia contribuir para a regeneracdo e/ou reparo do tecido
conjuntivo periodontal . No caso dos dados relativos ao presente estudo, a andlise qualitativa
do conteudo flavondide das amostras testadas poderia possibilitar o estabelecimento de um
perfil flavonéide de atuagcdo em periodontopatégenos.

Embora varias propriedades terapéuticas da prépolis sejam conhecidas, a dificuldade
para indicacdo e aplicagdo efetivas reside na dificuldade de padronizacdao da resina. Até
recentemente. ndo existiam legislagcdes ou normatizagdes nacionais e€/ou intemacionais para
regulamentar a identidade e a qualidade da propolis. O Brasil foi pioneiro nesta iniciativa, e
recentemente o Ministério da Agricultura e do Abastecimento estabeleceu instrucdes
normativas para diminuir as varidveis e estabelecer possibilidade de controle do produto. Estas
regulamentac¢des podem facilitar o estabelecimento de padrdes para estudo formando resultados
mais fidedignos e aplicédveis.

Concluindo, os resultados do presente estudo sdo interessantes Apesar da
susceptibilidade in vitro sobre patégenos periodontais a antimicrobianos, estes resultados
devem ser extrapolados para efetividade in vivo sob cautela. A eficacia in vivo € determinada
por caracteristicas farmacocinéticas e fatores ambientais locais. Mas de qualquer forma,
susceptibilidade microbiana in vitro € o primeiro passo para evolucdo de ensaios clinicos de

substancias antimicrobianas.
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CONCLUSAO

a) O Staphylococcus aureus e o Enterococcus faecalis foram inibidos in vitro,
pelas 3 amostras de propolis testadas.

b) Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis ndo foram inibidas pelas
solugdes de propolis testadas.

c) Actinobacillus actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis foram

inibidos, in vitro, pelas amostras de préopolis estudadas.
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