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Assis M.A.S. Acao antimicrobiana e citotoxicidade de extratos aquoso e glicolico de
Propolis sobre bactérias anaerdbias de importancia odontoldgica [dissertacdo]. S&o
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2018.

RESUMO

As plantas medicinais e os fitoterapicos tém sido utilizados como coadjuvantes e
alternativos no combate a diversas doencgas com crescente frequéncia, no entanto,
na Odontologia seu uso ainda € bastante limitado. Com isso, o objetivo deste estudo
€ avaliar a acdo antimicrobiana dos extratos aquoso e glicélico de propolis verde
sobre micro-organismos anaerébios de interesse odontolégico, bem como sua
citotoxicidade, a fim de introduzir e incentivar o uso efetivo e sistematico desse
fitoterapico em produtos como dentifricios e enxaguatorios bucais no combate a
caries e doencas periodontais. Os extratos comerciais aquoso e glicolico de prépolis
foram obtidos das empresas Apis Flora e Mapric, respectivamente. Para avaliagéo
da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas-padrédo (ATCC) de
Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia em cultura planctonica, verificando
a concentracdo inibitéria minima e concentracdo microbicida minima (CIM e CMM),
segundo Clinical and Laboratory Standards Institute. Para biofilmes monotipicos,
suspensdes padronizadas (107 céls/mL) foram adicionadas em pocos de
microplacas e apos 48 h em anaerobiose foram tratados com 3 concentracdes do
extrato de prépolis (n=12) por 5 min. Foi incluido um controle positivo (solucéo
fisiolégica) e um controle negativo (clorexidina). O biofilme foi mensurado pelos
testes MTT e Cristal Violeta. Para andlise de citotoxicidade, queratindcitos humanos
(HaCaT) foram cultivados e colocados em contato com os extratos por 5 min e 24h.
Os dados foram analisados estatisticamente pelos testes ANOVA e Tukey Test
(5%). Os resultados mostraram que o0s extratos tiveram acdo antimicrobiana contra
as suspensdes planctdnicas e os biofilmes monotipicos dos patdgenos, sendo tdo ou
mais eficazes que a clorexidina. Quanto a citotoxicidade, observou-se diminuigdo da
viabilidade celular dos queratinécitos humanos apés a aplicacdo dos extratos, do
mesmo modo que a clorexidina, sendo o extrato glicolico menos citotoxico que o
aguoso. Com isto conclui-se que o0s extratos comerciais aquoso e glicolico de
propolis verde tem acdo antimicrobiana contra 0os micro-organismos anaerobios orais
estudados e apresentam potencial para serem utilizados nos tratamentos contra 0s
referidos patdgenos, jA que no que se refere a citotoxicidade, se comportaram de
forma semelhante a Clorexidina, cujo uso € conhecidamente seguro e eficaz.

Palavras-chave: Extratos naturais. Propolis. Atividade antimicrobiana. Citotoxicidade.
Bactérias anaerdbias.



Assis MAS Antimicrobial action and cytotoxicity of aqueous and glycolic extracts of
propolis on anaerobic bacteria of dental importance [dissertation]. S&o José dos
Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2018.

ABSTRACT

Medicinal plants and herbal medicines have been used as adjuvants and alternatives
in fighting various diseases with increasing frequency. However, in dentistry its use is
still quite limited. Therefore, the objective of this study is to evaluate the antimicrobial
action of the aqueous and glycolic extracts of green propolis on anaerobic
microorganisms of dental interest, in order to introduce and encourage the effective
and systematic use of this herbal medicine in products such as dentifrices and
mouthwashes in the fight against tooth decay and periodontal diseases. Aqueous
and glycolic commercial extracts of propolis were obtained from Apis Flora and
Mapric companies, respectively.To evaluate the antimicrobial activity, standard
strains (ATCC) of Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, and Prevotella intermedia in planktonic
culture was used, verifying the minimum inhibitory concentration and minimum
microbicide concentration (MIC and CMM), according to Clinical and Laboratory
Standards Institute. For monotypic biofilms, standardized suspensions (107 cells /
mL) was added to microplate wells and after 48 h in anaerobiosis was treated with 3
concentrations of propolis extracts (n = 12) for 5 min. A positive control (saline
solution) and a negative control (chlorhexidine) was included. The biofilm was
measured by the MTT and Violet Crystal tests. For cytotoxicity analysis, human
keratinocytes (HaCaT) were cultured and placed in contact with the extracts for 5 min
and 24 h. Data were analyzed statistically by ANOVA and Tukey Test (5%). The
results showed that the extracts had antimicrobial action against planktonic
suspensions and monotypic pathogen biofilms, being as or more effective than
chlorhexidine. As for cytotoxicity, the cellular viability of human keratinocytes was
observed after application of the extracts, in the same way as chlorhexidine, the
glycolic extract being less cytotoxic than aqueous. It is concluded that the aqueous
and glycolic extracts of green propolis have an antimicrobial action against the
studied oral anaerobic microorganisms and and have the potential to be used in the
treatments against these pathogens, since in cytotoxicity they behaved in a way
similar to chlorhexidine, the use of which is known to be safe and effective.

Keywords: Natural extracts. Propolis. Antimicrobian activity. Cytotoxicity. Anaerobic
bacteria.



1 INTRODUCAO

O autoconsumo, 0 consumo irresponsavel e a ma-prescricdo de antibiéticos
tém levado a selecdo de micro-organismos resistentes a esses farmacos
industrializados. Esses desafios de resisténcia a antimicrobianos sintéticos abriram
novas perspectivas na busca de produtos naturais (Chinsembu, 2016; Afrouzan,
2018). As plantas medicinais séo largamente utilizadas desde os tempos primérdios
pela humanidade, sendo retiradas da natureza em sua forma bruta sem purificacéo e
usadas como medicamentos. Suas propriedades biol6gicas sdo reconhecidas pela
sabedoria popular e transmitidas de geracdo para geracdo. Ja os fitoterapicos séo
preparacdes farmacéuticas derivadas de plantas que sdo reconhecidas por sua
eficacia e cuja acdo ja tenha sido comprovada cientificamente.

Apesar da utilizagéo de plantas medicinais com finalidade terapéutica ser de
origem popular, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem incentivado o estudo
cientifico dessas plantas, objetivando o conhecimento dos beneficios desses
agentes medicinais para o desenvolvimento dos fitoterapicos. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) alerta que o uso inadequado de medicamentos
naturais pode causar diversas reagdfes como intoxicagbes, enjoos, irritacdes,
edemas e até a morte, como qualquer outro medicamento. Por isso é tdo importante
0 processo de industrializacdo, para se evitar contaminacfes por micro-organismos
e substancias estranhas, além de padronizar a quantidade e a forma certa que deve
ser administrada, permitindo uma maior seguranga de uso.

A terapia de combinacao entre antimicrobianos convencionais e fitoterapicos
tem se tornado um tema significativo no estudo das doencas infecciosas. Isso
favorece o desenvolvimento de farmacos de origem natural como uma importante
alternativa para diversos tratamentos. O Brasil apresenta uma vasta biodiversidade e
a grande disponibilidade dessas plantas aliada ao baixo custo para a preparacao
dos produtos representa mais um fator de incentivo para se pesquisar a agao dos
fitoterapicos sobre diversas doencas.

Segundo Carrasco et al. (2016), muitas plantas tém propriedades benéficas,
como atividades antimicrobianas, anti-inflamatorias e antioxidantes derivadas de
seus componentes bioativos especificos, sendo os extratos de plantas geralmente
considerados seguros e eficazes contra certas bactérias. Eles sdo amplamente
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utilizados na alimentag@o como promotores de salude, em particular na Asia, Africa e
nos paises da América do Sul e estdo gradualmente passando a ser utilizados
também nos paises desenvolvidos.

Ha ainda poucos estudos correlacionando especificamente a propolis e sua
acao contra patdogenos anaerobios orais. Koru et al. (2007) avaliaram a atividade
antimicrobiana de cinco amostras de prépolis , coletadas em quatro diferentes
regibes da Turquia e do Brasil, frente a nove cepas anaerObias -
Peptostreptococcus  anaerobius, Peptostreptococcus  micros, Lactobacillus
acidophilus, Actinomyces naeslundii, Prevotella oralis , Prevotella melaninogenica,
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Veillonella parvula - e todos
0S micro-organismos se mostraram sensiveis aos extratos, sugerindo que a propolis
deve ser utilizada no tratamento de doencas da cavidade oral. Ghuman et al. (2016)
avaliando a atividade antimicrobiana de 11 diferentes extratos sobre bactérias
associadas a feridas de pele, mostraram que muitos dos extratos apresentaram-se
eficazes sobre uma ampla gama de bactérias tanto Gram-positivas quanto Gram-
negativas, sendo essas Ultimas as cepas mais susceptiveis. Saxena et al. (2015)
analisaram a acdo de 5 extratos vegetais (Propolis, Curcuma longa, Morinda
citrifolia, Triphala e Azadirachta indica) sobre Enterococcus faecalis, em comparacao
com hipoclorito de sodio 2,5% e verificaram que a propolis demonstrou a maior area
de inibicdo entre todos 0s extratos vegetais analisados, sendo préxima ao hipoclorito
de sddio, e concluiram que prépolis tem potencial antimicrobiano sobre E. faecalis,
um micro-organismo de grande importancia odontolégica. Em 2016, Akca et al.
compararam a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de propolis com a
clorexidina sobre diversos micro-organismos, incluindo Streptococcus mutans,
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Candida albicans. Os resultados revelaram que a proépolis
foi mais efetiva na inibicdo de bactérias Gram-positivas que Gram-negativas na
forma plactbnica, entretanto, sobre biofilmes as concentracdes bactericidas e
fungicidas da propolis e clorexidina foram semelhantes para S. mutans, P. gingivalis
e C. albicans, sugerindo que o extrato etandlico de propolis pode ser tdo efetivo
como a clorexidina sobre micro-organismos bucais em biofilme.

A prépolis é um produto facilmente acessivel que esta se tornando cada vez

mais popular devido ao seu potencial papel na contribuicdo para a saude humana.
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Econhecida como um poderoso antibiético natural, sendo sprays de propolis muito
utilizados popularmente para combater dores de garganta. Essa substancia extraida
da flora regional pelas abelhas é conhecida por ter propriedades biolégicas contra
inimeros micro-organismos de interesse clinico (Freires et al., 2016; Cavendish et
al., 2015; Mouhoubi-Tafinine et al., 2016). E uma mistura complexa, de aspecto
pastoso, modificada por meio das secrecdes salivares das abelhas. Sua composi¢cao
esta relacionada com a ecologia da regido onde é coletada e a espécie de abelha
coletora. O Brasil é destaque internacional em sua producéo e nele existem varios
tipos de prépolis, incluindo verde, vermelha e marrom (Tazawa et al., 2016).

Zeighampour et al. (2018) compararam o efeito da prépolis como agente
antibacteriano natural incorporada ao poli alcool vinilico (PVA) em diferentes formas
de nanofibra, microfibra e filme. A manta nanofibrosa apresentou liberacao continua
de propolis durante 96 horas, mantendo a atividade antibacteriana total por até 51 h,
0 que é de grande importancia nas feridas por queimaduras. Estes resultados
confirmam o desempenho avangado da propolis natural na forma de substrato de
nanofibra como curativo.

Afrouzan et al. (2018), estudando as composi¢fes quimicas e efeitos de
quatro amostras de propolis de diferentes areas do Ird, constataram atividade
antimicrobiana das mesmas contra C. albicans, Escherichia coli e S. aureus, talvez
devido a presenca de flavondides, acidos fendlicos e terpenos, como componentes
ativos que podem ser usados isoladamente ou em combinagdo com antibidticos,
selecionados para sinergizar o efeito antibiotico, bem como prevenir a resisténcia
microbiana aos antimicrobianos disponiveis.

O extrato etanodlico de propolis, especialmente o tipo brasileiro verde é
amplamente e principalmente utilizado para fins terapéuticos, apesar da falta de
conhecimento sobre seus efeitos e seu modo de acdo. Este tipo de propolis é
proveniente da coleta, pelas abelhas comuns (Apis mellifera), das resinas dos brotos
de um arbusto conhecido popularmente como alecrim-do-campo ou vassourinha
(Baccharis dracunculifolia) (Roberto et al., 2016a, 2016b; Rodrigues et al., 2016).
Niedzielska et al. (2016) estudaram a influéncia do extrato etandlico da prépolis
verde brasileira na higiene e na microbiota oral de 31 pacientes apos fratura de
mandibula, tratados no Hospital de Cirurgia Maxilofacial da Universidade Médica da

Silésia. A distribuicdo de pacientes em dois grupos de estudo foi feita de forma
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aleatéria: um grupo com 16 pacientes (14 homens e 2 mulheres) usaram um gel
dental contendo extrato etandlico de prépolis verde brasileira (EEP-B) a 3% para a
higiene oral e um grupo controle, com 15 pacientes (10 homens e 5 mulheres)
usaram um gel dental sem o EEP-B para a higiene oral (placebo). Os resultados
foram examinados nos dias 1, 8, e 22 ap0s a cirurgia. Para efeitos do estudo, foram
realizados dois exames clinicos e microbiologicos. O resultado mostrou que o
extrato etandlico de propolis verde brasileira em forma de gel a 3%, quando usado
para manter a higiene bucal em pacientes com feridas p6s-operatérias da mucosa
oral apresentou acdo bactericida, fungicida e anti-inflamatéria importantes no
processo de cicatrizacao de tais feridas.

Camargo Smolarek et al. (2015) avaliaram in vitro os efeitos antimicrobianos
de cremes dentais comerciais contendo compostos naturais: sorbitol (1), tocoferol (11),
menta (Ill), canela / menta (IV), propolis / melaleuca (V), menta / acai (VI), menta /
guarana (VII), propolis (VIII), sendo suas propriedades antimicrobianas testadas
contra patégenos orais como S. mutans, Pseudomonas aeruginosa e E. faecalis. O
resultado mostrou que as bactérias responderam de forma diferente as pastas,
sendo os resultados, por ordem de eficacia: prépolis / melaleuca > menta / guarana
> menta / acai > sorbitol > tocoferol > canela / menta > prépolis > menta,
confirmando que os cremes dentais com compostos naturais tém potencial
terapéutico e precisam de pesquisas mais detalhadas para a aplicagdo clinica
correta.

Franca et al. (2017) testaram trés formulacdes de verniz de quitosana a base
de proépolis contendo diferentes concentracfes (5%, 10% e 15%), produzidas pela
dissolucéo da propolis com quitosana em veiculo hidroalcodlico. Dentes bovinos
foram utilizados para analisar a adesédo das formulacdes e observar a liberacéo
controlada de prépolis associada ao verniz. Foi também avaliada a atividade
antimicrobiana do composto in vitro. As formulacdes apresentaram aderéncia na
superficie dentaria e foram capazes de formar filmes muito rapidamente na
superficie dos dentes bovinos, prevenindo a formacdo de biofilmes dentarios
cariogénicos. Além disso, vernizes de quitosana a base de propolis mostraram
atividade antimicrobiana semelhante ou melhor do que o verniz de clorexidina contra
todas as bactérias patogénicas orais. Todos 0s microrganismos foram sensiveis ao

verniz e a quitosana. Os componentes ativos da propolis foram liberados por mais
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de uma semana.

De Luca et al. (2017) investigaram os efeitos anticarie de um verniz de
propolis experimental in vivo, e testaram ainda sua toxicidade contra fibroblastos. Os
resultados mostraram que o verniz de prépolis preveniu a carie do esmalte na
superficie lisa dos dentes de ratos e mostrou baixa toxicidade celular, encorajando
novos estudos relacionados a estes compostos. Investigando os efeitos de produtos
contendo propolis associados a clorexidina em concentra¢cdes mais baixas, Santiago
et al. (2016) verificaram que essa combinacdo desempenha um papel anti-
inflamatorio importante e muito benéfico no tratamento de doencas periodontais.
Yoshimasu et al. (2018) observaram a acdo bactericida da prépolis contra P.
gingivalis, através do aumento da permeabilidade de sua membrana em 30 minutos,
reforcando a aplicabilidade dessa terapéutica no tratamento da periodontite. Estes
resultados podem ser significativos para o desenvolvimento de produtos
odontologicos com acdo antimicrobiana e pode ter implicacbes mais abrangentes
para a industria farmacéutica.

Diante do exposto, torna-se interessante avaliar a agdo antimicrobiana do
extrato de propolis verde sobre micro-organismos anaerébios de importancia
odontoldgica, a fim de introduzir e incentivar o uso efetivo e sistematico desse
fitoterapico em produtos como dentifricios, irrigantes dos canais radiculares e de
bolsas periodontais e enxaguatérios bucais no combate a caries e doencas
periodontais.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo antimicrobiana dos extratos aquoso e glicélico de prépolis

verde sobre micro-organismos anaerébios de importancia odontolégica, bem como a

acdo citotoxica em queratinécitos humanos, comparadas a clorexidina.

2.2 Objetivos especificos

b)

avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos aquoso e glicélico de
prépolis verde sobre cepas-padrdo (ATCC) de Fusobacterium
nucleatum, Parvimonas micra, Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia em cultura
planctdnica, verificando a concentracdo inibitoria minima e
concentracdo microbicida minima (CIM e CMM);

avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos aquoso e glicélico de
propolis verde sobre biofilmes monotipicos de Fusobacterium
nucleatum, Parvimonas micra, Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia no tempo de contato
de 5 min;

avaliar a citotoxicidade dos extratos aquoso e glicolico em
gueratinécitos humanos (HaCaT) no tempo de contato de 5 min e 24 h.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram obtidos comercialmente o extrato aquoso de propolis 100% verde
(Apis Flora — SP / Brasil) e o extrato glicélico de propolis (Mapric — SP / Brasil),

ambos com os devidos laudos e especificacdes (Anexos).

3.1 Avaliacédo da Atividade antimicrobiana dos extratos

A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada sobre cepas de referéncia
(ATCC - American Type Culture Collection) de bactérias anaerobias: F. nucleatum
(ATCC 25586), P. micra (ATCC 23195), P. endodontalis (ATCC 35406), P. gingivalis
(ATCC 33277), e P. intermedia (ATCC 33563), provenientes do Laboratério de
Endodontia da faculdade de Odontologia de Bauru — USP.

As cepas foram reativadas em caldo Brucella enriquecido (BBE) (BD-
Heidelberg, Alemanha) com 1% de hemina e 1% de vitamina K (menadiona), apos
foram semeadas em &gar Brucella enriquecido, com incubacéo de 48 h, em camara
de anaerobiose (Whitley DG250 Workstation, UK).

3.1.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Microbicida Minima (CMM)

Para a determinagéo da CIM, foi utilizado o método de microdiluigio em
caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), norma M11-A7
(2012).

Para o teste foram preparados in6culos em solucéo salina a 0,9%, a partir de
culturas com 48 h de incubacao, padronizados em 0,5 na escala Mac Farland. Apos
foi iniciado o preparo da diluicdo dos extratos em microplacas de 96 pocos (TPP,
Suica). Para isso, foram adicionados 100 pL do caldo Brucella (Himedia, india)
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enriqguecido em 10 pocos/grupo. A diluicdo se iniciou adicionando 100 pL dos
extratos, apenas no primeiro poco da microplaca, de onde partiram uma série de 10
diluicdes.

ApGs o preparo das diluicdes de cada extrato, foram adicionados os in6culos
padronizados de cada micro-organismo em seus respectivos grupos, adicionando o
volume de 10 pL. A placa foi incubada por 48 h em estufa de anaerobiose a 37°C,
passado este periodo a CIM de cada grupo foi determinada no dltimo poco da
microplaca que n&o apresentou turvagao, indicadora de crescimento bacteriano.

Para a determinacdo da CMM foram semeados 10 pL da CIM, bem como 10
puL de uma concentracdo acima e de uma concentracdo abaixo dela em agar
Brucella enriguecido com sangue. Apos 48 h de incubacao, as placas em que nao foi
observado o crescimento de colbnias corresponderam a CMM para cada micro-

organismo.

3.1.2 Avaliagédo da atividade antimicrobiana dos extratos sobre biofilmes

Foi avaliada a acdo do extrato de propolis sobre biofilmes monotipicos de P.
gingivalis, P. endodontalis, P. micra, F. nucleatum e P. intermedia.

Para a montagem dos biofilmes foram preparadas, em solucdo salina a
0,9%, suspensfes microbianas padronizadas em 0,5 na escala Mac Farland. Em
seguida, a suspenséo padronizada foi dispensada em placas de microtitulacdo de 96
pocos (TPP), no volume de 100 pL, em conjunto foram adicionados 100 pL do caldo
Brucella. A placa foi incubada por 168 horas (7 dias), com substituicdo do meio de
cultura a cada 48 h, para a manutenc¢é&o do biofilme.

Passado o periodo de formacéo de cada biofilme, o mesmo foi encaminhado
para a aplicacdo dos tratamentos. Foi realizado a aplicacdo dos extratos pelo
periodo de 5 min, nas concentracdes de 200, 100 e 50 mg/mL. Como controle
negativo foi utilizada a solucdo de clorexidina 0,12% e solucdo salina estéril foi
utilizada como controle positivo.

Apos aplicacdo dos tratamentos, o biofilme foi lavado com solucgéo fisiologica

estéril, para a retirada de células mortas pela acdo dos tratamentos. Em seguida, as
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placas foram destinadas aos testes de mensuracdo do biofilme, pela verificacdo da
biomassa pelo teste de Cristal violeta, e verificacdo da atividade metabdlica dos
micro-organismos pelo teste de MTT.

Foram realizados 3 experimentos independentes, com 4 repeticbes cada,
totalizando n=12 para cada grupo experimental. Os grupos experimentais estao

expostos no quadro 1.

Quadro 1 - DistribuicAo dos grupos experimentais para analise da atividade

antimicrobiana do extrato sobre diferentes biofilmes

PROP aquoso PROP glicdlico CLX CONTR
Pg n=12 n=12 n=12 n=12
Pe n=12 n=12 n=12 n=12
Pm n=12 n=12 n=12 n=12
Fn n=12 n=12 n=12 n=12
Pi n=12 n=12 n=12 n=12

Legenda: PROP: extrato de propolis; CLX: clorexidina 0,12%; CONT: controle — solucao fisiolégica
Pg: P. gingivalis, Pe: P. endodontalis, Pm: P. micra, Fn: F. nucleatum e Pi: P.intermedia.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.2.1 Avaliagdo da Biomassa pelo teste do Cristal Violeta

ApoOs aplicagdo dos tratamentos, foram adicionados 200 pL/ pogo de
metanol por 20 min para fixagdo do biofilme. Em seguida, o metanol foi retirado e a
placa foi incubada a 37°C por 24 h, para secagem. ApoOs incubacdo foram
adicionados 200 pL/ pocgo de cristal violeta a 1% (V/V) por 5 min, o corante foi
retirado, e lavagens com solucao fisiologica estéril (NaCl 0,9%) e com acido acético
a 33% (V/V) foram realizadas. ApoOs isso, a placa foi lida em leitora de microplaca e

as densidades oOpticas convertidas na biomassa do biofilme, por meio da férmula:



18

% reducao biomassa = (DO GrupoTratado x 100) / Média DO Grupo Controle)

3.1.2.2 Viabilidade celular dos micro-organismos pelo teste de MTT

Apés submetido aos respectivos tratamentos, preparou-se o biofilme para o
teste de MTT. A solucéo de MTT foi preparada a partir da suspensao de 0,5 mg do
p6é de MTT (Sigma Aldrich Co., Alemanha) em 1 mL de Phosphate Buffer Saline
(PBS) (Cultilab, Brasil) estéril. Para o teste foram adicionados 100 uL da solucdo de
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) e a placa foi
incubada ao abrigo da luz por 1 h em camara de anaerobiose a 37°C; passado o
periodo de incubacédo foi retirada a solucdo de MTT e adicionado 100 pL de
Dimetilsuféxido (DMSO). A placa foi novamente incubada a 37°C em estufa por 10
min e colocada no agitador constante por mais 10 min. Apos isso, a placa foi lida em
leitora de microplaca em 570 nm e as densidades Opticas obtidas foram convertidas,
por meio da féormula abaixo, em percentual de viabilidade das células do micro-

organismo:

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle)

3.2 Avaliacéo da citotoxicidade dos extratos em gqueratindcitos humanos

3.2.1 Cultivo Celular dos queratindcitos humanos

A cultura de Queratinécitos Humanos (HaCaT), provenientes do Banco de
Células do Rio de Janeiro - Associacao Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM —
RJ), foi cultivada em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - LGC
Biotecnologia, Cotia, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)

(Invitrogen, Nova York, EUA) e mantida em frascos de cultivo celular (TPP, Suica),
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incubada em estufa a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica, com 5% de
COa..

O meio de cultura foi trocado a cada 48 h e ao atingir o estado de
subconfluéncia das células (Figura 1), caracterizado pela ocupa¢édo de mais de 70%
do frasco, as mesmas foram utilizadas nos testes. Para tanto, a monocamada de
células foi desagregada do assoalho do frasco de cultura com auxilio da tripsina
(Invitrogen, Nova York, EUA). As células suspendidas foram centrifugadas por 5 min
a 3000 rpm. Foi realizado o teste de exclusédo pelo azul de Trypan, e o nimero de

células viaveis foi quantificado pela contagem em camara de Neubauer.

Figura 1 - Cultivo celular da linhagem de queratinécitos humanos (HaCaT)

Legenda: A -Frasco contendo a cultura celular B- Queratinécitos visualizados no
microscépio com aumento de 200 vezes.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2 Viabilidade dos queratinécitos humanos pelo teste de MTT

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de Prépolis foi realizada por meio
do teste colorimétrico MTT, analisando a atividade metabdlica celular, apés contato
com o0s extratos por 5 min e 24 h. Para tanto, foram utilizadas culturas de
queratinécitos humanos (HaCaT).

Em microplacas de 96 pocos (TPP) foram adicionados 200 pL de meio DMEM

+ 10% SFB contendo 4 x 10 células viaveis. Estas placas foram incubadas (37°C,
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com 5% de COg) por 24 h para a aderéncia celular. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e as células foram expostas a 10 diferentes concentracdes de ambos os

extratos (Figura 2 e Quadro 2).

Figura 2 - Aplicacdo de 10 diferentes concentracdes dos extratos Aquoso (A) e

Glicdlico (B) de Propolis

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quadro 2 - Concentracdes aplicadas sobre os queratinécitos humanos (HaCaT)

Extrato/tempo Concentragdes aplicadas

Aquoso/5 min 200 100 | 50 | 25| 125 |6,25| 3,12 | 1,56 | 0,78 | 0,39

Aquoso/24 h 150 | 100 | 50 | 25| 125 |6,25| 3,12 | 1,56 | 0,78 | 0,39

Glicélico/5min | 200 | 100 | 50 | 25 | 12,5 | 6,25 | 3,12 | 1,56 | 0,78 | 0,39

Glicdlico/24 h 150} 100 | 50 | 25| 1255 | 6,25 | 3,12 | 1,56 | 0,78 | 0,39

Legenda: Valores expressos em mg/mL.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Como grupos controles foram utilizados a aplicacdo de meio DMEM
suplementado com 10% SFB ou PBS para o tratamento por 5 min. Foi utilizado n=8
para todos os grupos. ApoOs isso, os tratamentos foram descartados e 0s pocos
foram lavados com PBS para a retirada de células mortas.

Em seguida, as placas foram encaminhadas para verificagdo da atividade
metabdlica da cultura, pelo método de redugcdo do brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-

yh2,5-difeniltetrazolio (MTT) em formazina. Foram adicionados 100 ulL/poco da
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solucdo de MTT, seguido pela incubacao das placas (37°C, com 5% de CO3) por 4
h, ao abrigo da luz. Posteriormente a solucdo foi descartada e adicionados 100
pL/poco de dimetilsulféxido (DMSO — Sigma) para expor os cristais de formazina
produzidos. Apés incubacdo de 10 min e agitacdo em shaker, por igual periodo, a
absorbancia dos pocos foi lida em leitora de microplacas com comprimento de onda
de 570 nm. As densidades opticas (DO) obtidas foram convertidas em percentual de

viabilidade celular empregando-se a seguinte formula:

% Atividade metabdlica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle

3.3 Andlise estatistica

Os dados obtiveram distribuicdo normal e foram avaliados pelo método
ANOVA complementado pelo Teste de Tukey, com nivel de significAncia de 5%
(p=0.05).
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4 RESULTADO

4.1 Analise antimicrobiana dos extratos em cultura plancténica

As cepas de micro-organismos utilizadas obtiveram CIM com o extrato
aquoso de prépolis com a concentracdo de 55 mg/mL. O extrato aquoso de propolis
obteve CMM para as cepas de F. nucleatum e P. micra com 27,5 mg/mL. A cepa de
P. intermedia obteve CMM com 55 mg/mL. Ja P. gingivalis e P. endodontalis ndo
obtiveram concentracBes microbicidas frente ao extrato aquoso de propolis. Os
resultados antimicrobianos obtidos pelo teste de microdiluicio em caldo estéao
expressos na tabela 1.

O extrato glicdlico de prépolis promoveu CIM para as cepas de F. nucleatum,
P. micra, P. intermedia, P. gingivalis e P. endodontalis com a concentra¢cdo de 100
mg/mL, porém nao foi capaz de promover concentracdes microbicidas (CMM) para

as cepas de micro-organismos testadas.

Tabela 1 - Valores de CIM e CMM promovidos pelos extratos aquoso e glicélico de

propolis
Micro-organismo Extrato aquoso Extrato glicdélico
CIM CMM CIM CMM
Fusobacterium nucleatum 55 mg/mL | 27,5mg/mL | 100 mg/mL | ausente
Parvimonas micra 55 mg/mL | 27,5mg/mL | 100 mg/mL | Ausente
Prevotella intermedia 55mg/mL | 55 mg/mL | 100 mg/mL | Ausente
Porphyromonas gingivalis 55 mg/mL | ausente 100 mg/mL | Ausente
Porphyromonas endodontalis | 55 mg/mL | ausente 100 mg/mL | ausente

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Andlise antimicrobiana dos extratos sobre biofilmes

4.2.1 Analise da biomassa pelo Cristal Violeta

A biomassa pelo teste do Cristal Violeta de P. micra foi reduzida para 24,1%
com a concentracdo de 110 mg/mL do extrato aquoso de propolis. Ja o extrato
glicélico promoveu reducdes para 23,2% apods as aplicacbes de 200 mg/mL do
extrato. Ambas as reducdes promovidas na biomassa sao estatisticamente
significantes (p<0.05%) comparadas ao grupo controle de crescimento, como pode

ser verificado na figura 4.

Figura 4: Reducgédo da biomassa de P. micra apds 5 min de contato com os extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A cepa de P. endodontalis sofreu reducbes para 46% apos a aplicacao das
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concentracfes de 110 mg/mL do extrato aquoso de propolis. J& o extrato glicolico
promoveu reducbes para 24,8% com 200 mg/mL. Os resultados podem ser

observados na figura 5.

Figura 5 - Reducdo da biomassa de P. endodontalis apds 5 min de contato com 0s

extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

P. gingivalis obteve reducBes de biomassa ap0s a aplicacdo do extrato
glicélico de propolis, com valores de 29%. O extrato de propolis aquoso promoveu

reducdes para 40,4% e 43,7%. Os resultados podem ser observados na figura 6.
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Figura 6 - Reducdo da biomassa de P. gingivalis ap6s 5 min de contato com os

extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A cepa de P. intermedia obteve reducdes na biomassa para 26,2% e 40%
variando as concentracdes do extrato aquoso de propolis em 110 mg/mL e 55
mg/mL. O extrato glicélico promoveu reducdes para 30,3% com a concentracdo de
200 mg/mL, todas significantes estatisticamente (p<0.05%) em relagcdo ao grupo

controle. Os resultados podem ser observados na figura 7.
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Figura 7 - Reducgéo da biomassa de P. intermedia ap6s 5 min de contato com o0s

extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A cepa de F. nucleatum apresentou as reducdes para 62,9% apds contato
por 5 min com o extrato aquoso de prépolis a 110 mg/mL. J& o extrato glicélico
promoveu redugbes para 60,8%, 53,8% e 58,6%. Os resultados podem ser

observados a seguir na figura 8.
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Figura 8 - Reducéo da biomassa de F. nucelatum apds 5 min de contato com os

extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2 Analise da viabilidade celular dos micro-organismos pelo MTT

A viabilidade celular pelo teste de MTT de P. micra sofreu uma reducao para
54,1% quando em contato com o extrato de propolis aquoso a 55 mg/mL e para
51,3% com o extrato glicolico de propolis a 200 mg/mL, significantes
estatisticamente quando comparadas ao grupo controle (p<0.05%), como pode ser
observado na figura 9.
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Figura 9 - Reducéo da viabilidade celular de P. micra ap6s 5 min de contato com os

extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A viabilidade de P. endodontalis sofreu reducao para 45,5%, 54,9% e 51,5%
guando em contato com o extrato aquoso a 110 mg/mL 55 mg/mL e 27,5 mg/mL e
reducéo para 41,8%, 48,9% e 50,8% diante das concentra¢cées de 200 mg/mL, 100
mg/mL e 50 mg/mL de prépolis glicolico, respectivamente. Todos as reducdes foram
estatisticamente significantes em relagédo ao grupo controle (p<0.05%), como pode
ser observado na figura 10.
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Figura 10 - Reducéo da viabilidade celular de P. endodontalis apés 5 min de contato

com 0s extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A viabilidade de P. gingivalis sofreu reducédo para 53% 3 54,5% ap06s contato
com o extrato aquoso a 110 mg/mL e 55 mg/mL e reducdo para 53% diante do
extrato glicdlico na concentracdo de 200 mg/mL, Todos as reducbes foram
estatisticamente significantes em relagédo ao grupo controle (p<0.05%), como pode
ser observado na figura 11.
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Figura 11 - Reducao da viabilidade celular de P. gingivalis apds 5 min de contato

com 0s extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A viabilidade da P. intermedia foi reduzida para 52,4% apds contato com o
extrato aquoso de propolis a 110 mg/mL e para 47,4% apGs aplicacdo de propolis
glicdlico a uma concentracdo de 200 mg/mL, estatisticamente significantes em
relacdo ao grupo controle (p< 0.05%), conforme mostra a figura 12.
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Figura 12 - Reducéo da viabilidade de P. intermedia apds contato de 5 min com o0s
extratos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A viabilidade do F. nucleatum sofreu reducédo para 40,3%, 42,4% e 48,9%
apos contato com o extrato de propolis aquoso por 5 min. Ja o extrato glicélico
promoveu reducdo para 50,6%, 58,7% e 74,7%, estatisticamente significativos
gquando comparados com o grupo controle (p<0.05), conforme mostrado na figura
13.
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Figura 13 - Reducéo da viabilidade de F. nucleatum apds contato com os extratos
por 5 min
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Andlise da citotoxicidade dos extratos sobre os queratin6citos humanos

O extrato de prépolis glicolico se mostrou citotoxico apos aplicagdo de 5 min
sobre a linhagem de queratindcitos humanos (HaCaT), obtendo viabilidade celular
variando de 15,3 a 40%, mostrando-se mais satisfatério que a Clorexidina em
algumas concentragdes, conforme mostra a figura 14.
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Figura 14 - Viabilidade celular apos aplicacdo do extrato glicélico de propolis por 5
min
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato glicélico de propolis se mostrou citotoxico em contato por 24 h sobre
a linhagem de queratindcitos humanos (HaCaT) até a concentracdo 12,5 mg/mL, no
entanto, as demais concentracbes (6,25 a 0,39 mg/mL) ndo foram citotoxicas,
conforme mostra a figura 15.
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Figura 15 - Viabilidade celular apos aplicacdo do extrato glicélico de prépolis por 24h
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato de propolis aquoso se mostrou citotoxico até a concentracdo 6,25
mg/mL apés aplicagdo de 5 min sobre a linhagem de queratindcitos humanos
(HaCaT), obtendo viabilidade celular variando de 36,3 a 54,8%, conforme mostra a
figura 16. As demais concentracdes (3,12 a 0,39 mg/mL) ndo foram citotoxicas.
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Figura 16 - Viabilidade celular apés aplicacdo do extrato aquoso de préopolis por 5
min
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O extrato aquoso de propolis se mostrou citotéxico apos aplicacado de 24 h
sobre a linhagem de queratindcitos humanos (HaCaT), obtendo viabilidade celular
variando de 17,6 a 97,3%, conforme mostra a figura 17.
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Figura 17 - Viabilidade celular ap6s aplicacéo do extrato aquoso de propolis por 24 h
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5 DISCUSSAO

Os resultados dos testes de Cristal Violeta e MTT mostraram reducéo
significativa da biomassa e da viabilidade celular dos micro-organismos anaerébios
estudados, demostrando a acdo antimicrobiana dos extratos aquoso e glicolico de
propolis. Os testes com o Cristal Violeta encontraram maior reducdo da biomassa de
P. intermedia e P. micra, enquanto a P. endodontalis, P. gingivalis e F. nucleatum se
mostraram um pouco mais resistentes a acdo dos extratos, embora também tenham
apresentado significativa reducdo em comparacao ao grupo controle. J4 nos testes
de MTT que verificaram a viabilidade celular por meio de sua atividade metabdlica,
dos micro-organismos submetidos a acdo dos extratos de prépolis, o F. nucleatum
foi um pouco mais resistente, a P. intermedia sofreu maior acado antimicrobiana pelo
extrato glicélico; ja a P. gingivalis, a P. endodontalis e a P. micra reagiram mais
uniformemente frente aos dois extratos.

Eick et al. (2014) demonstraram a reducdo do biofiime gengival de P.
gingivalis utilizando um composto de mel e propolis (mel de Manuka). O composto
inibiu a formacao de biofilme de espécies Unicas de P. gingivalis. Seis horas apds o
inicio dos experimentos, nenhuma diferenca foi visivel. Apés 24 h, o composto
reduziu a concentracdo do numero de bactérias viaveis. Quando a concentracdo do
composto maior de 10% foi utilizada, o nimero de bactérias no biofilme (média de
todas as cepas) foi significativamente menor (cada p <0,05) do que nos controles
sem adicdo do composto mel e prépolis, comprovando a a¢do antimicrobiana da
prépolis contra P. gingivalis, assim como encontrado no presente trabalho.

Sawaya et al. (2011) testaram o extrato etandlico de propolis do sul do Brasil
contra patdégenos endodonticos (Prevotella nigrescens, F. nucleatum, Actinomyces
israelenses, Clostridium perfringens) e contra E. faecalis por macro diluigdo. Como
resultado, P. nigrescens foi o mais suscetivel, F. nucleatum e C. perfringens tiveram
resultados intermediarios e A. israeli e E. faecalis foram os mais resistentes —
resultados esses que se assemelham aos encontrados neste trabalho, em que se
observou redugéo intermediaria de biomassa e atividade metabdlica do patégeno F.
nucleatum quando submetido ao contato com os extratos glicolico e aquoso de

prépolis.
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Vanni et al. (2015) estudaram as atividades antibacterianas do creme dental
e do enxaguatorio bucal a base de propolis contra biofilme composto por 6 espécies
de bactérias supragengivais cultivadas anaerobicamente e observaram reducao
significativa nas UFC de 80 a 88%, concluindo que dentifricios de prépolis séo
efetivos, apresentando inibicdo do crescimento bacteriano deste tipo de biofilme.
Apesar de utilizar metodologia distinta do presente trabalho, os resultados da acgéo
antimicrobiana da propolis foram semelhantes a reducéo dos biofilmes.

Outro trabalho que utilizou diferente metodologia, porém encontrou resultado
semelhante foi o de Shabbir et al. (2016) que avaliaram os efeitos antimicrobianos
da prépolis do Paquistdo em 35 isolados clinicos de patégenos periodontais
anaerobios pigmentados, sendo eles Porphyromonas asaccharolytica, P. gingivalis,
P. intermedia e Prevotella melaninogenica, por meio de ensaio de difusdo em agar, e
observaram que todas as cepas foram significativamente sensiveis ao extrato
etandlico de prépolis; resultados estes que indicam que a propolis dessa regiao
possui potente atividade antimicrobiana contra tais patdgenos, assim como também
foi apontado nos resultados da propolis contra P. gingivalis e P. intermedia no
presente trabalho.

Nakajima et al. (2016) num experimento em camundongos, mostrou, atraves
de analise histoldgica, que a prépolis administrada suprimiu a esteatose hepatica
induzida por P. gingivalis. Além disso, a propolis inibiu a elevacdo dos niveis séricos
de endotoxina induzida pela administracdo de P. gingivalis, sugerindo que a
administracdo de propolis pode ser eficaz na supressao de alteracbes metabdlicas
induzidas por bactérias periodontopaticas que aumentam o risco de varias doencas
sistémicas.

Considerando-se a crescente resisténcia antibidtica em bactérias anaerdbias,
essa atividade antimicrobiana efetiva da propolis traz grande expectativa no
tratamento de doencas da cavidade oral, confirmando seu potencial terapéutico e
incentivando seu uso efetivo em produtos odontolégicos como dentifricios no
combate as caries, irrigantes dos canais radiculares e enxaguatorios bucais para
tratamento de doencas periodontais.

Quanto a citotoxicidade dos extratos de propolis sobre os queratinécitos
humanos, foram realizados testes com os dois extratos — aquoso e glicolico — em

contato com as células por tempos diferentes: 5 min e 24 h. Observou-se que o
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extrato glicolico, quando em contato por 5 min mostrou-se citotoxico, porém, quando
comparado a acdo da clorexidina, apresentou-se mais satisfatorio em muitas
concentragcfes. Esse mesmo extrato glicélico, quando mantido em contato com as
células por 24 h, apresentou-se citotoxico apenas a partir de uma determinada
concentracdo, 0 que sugere sua eficacia, desde que dentro de concentracbes
seguras. Ja o extrato aquoso mostrou-se mais citotoxico, especialmente no tempo
de contato de 24 h, apresentando valores que sugerem mais estudos em relagcéo as
concentracbes ideais de aplicabilidade de sua utilizacdo em produtos de uso
odontoldgico.

Sonmez et al. (2005) , estudando o efeito da prépolis sobre patégenos orais
e fibroblastos gengivais humanos, observaram que as diluicbes efetivas de seis
amostras de propolis contra micro-organismos periodontopatogénicos foram
citotoxicas, porém ainda assim seguras para fibroblastos gengivais humanos,
afirmando que a propolis pode ter um papel promissor num futuro medicamento, se
solugbes apropriadas puderem ser preparadas, desde que sejam fortemente
antibacterianas e néo citotoxicas.

Num estudo que avaliou a genotoxicidade e a mutagenicidade induzida por
dois extratos de propolis em cultura de células mamaérias, Roberto et al. (2016) nao
observaram efeitos genotoxicos e mutagénicos pelos extratos. Apds avaliarem a
exposicdo das células a cada extrato com um mutagénico reconhecido,
simultaneamente, os resultados mostraram uma reducao significativa no dano ao
DNA. O experimento realizado com um periodo de pré-incubacéo foi mais eficaz do
gue sem teste de incubac&o, mostrando que os extratos testados foram capazes de
inativar o mutagénico antes que ele pudesse reagir com o DNA. Esse estudo sugeriu
que o0 uso de extratos de propolis pode ser seguro em células de tecido humano,
assim como mostrado neste trabalho, em que, frente aos queratindcitos, a prépolis
se assemelhou muito a clorexidina, que também é citotoxica e sabidamente promove
acao antimicrobiana.

Kim et al. (2016), usaram a préopolis com objetivo de mostrar seu efeito
protetor contra a apoptose induzida por UVA de células HaCaT de queratinécitos
humanos. A propolis mostrou o efeito protetor contra perda de potencial de
membrana mitocondrial induzida pela irradiacdo UVA em células HaCaT. Para

investigar o papel de ROS (espécies reativas de oxigénio) na apoptose induzida por
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UVA e protecdo por propolis, a geracdo de ROS foi determinada em células. Os
resultados mostraram que a geracdo de ROS foi marcadamente reduzida em células
pré-tratadas com propolis. Consequentemente, a propolis protegeu as células
HaCaT de queratindcitos humanos contra a apoptose induzida por UVA, o que pode
estar relacionado com a reducdo da geracdo de ROS pela irradiagdo UVA,
mostrando que a propolis diminui 0 estresse oxidativo das células, prevenindo
assim, danos teciduais importantes, contrapondo assim o suposto risco do extrato de
propolis em células HaCat sugerido pelos resultados de citotoxicidade do presente
trabalho.

Assim como a prépolis verde, a propolis vermelha €& popularmente
consumida no Brasil, pois melhora a saude, e é considerada um nutracéutico, ou
seja, um produto que contem ingrediente biologicamente ativo, isolado ou purificado
de alimentos ou plantas medicinais e utilizado para suplementar a dieta. Com o
objetivo de observar o efeito de 8 amostras de propolis vermelha do Brasil e Cuba,
Lopez et al. (2015) testaram sua atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
negativas, juntamente com um estudo de sua atividade citotéxica contra linhagens
celulares ndo tumorais, a fim de avaliar em quais concentracdes ela poderia ser
usada com seguranca. Apesar de todas as 8 amostras apresentarem atividade
antimicrobiana, todas revelaram um efeito citotoxico inerente contra queratindcitos
humanos HaCaT, como encontrado neste trabalho.

Isso indica que, em conjunto com a avaliagdo da atividade antimicrobiana, a
avaliacdo da seguranca de produtos naturais bioativos deve sempre ser
considerada, para se definir as concentracbes abaixo dos valores citotéxicos, as
quais permitirdo o uso da substancia de forma eficaz e segura, como apontado nos
resultados do presente trabalho, que contribui para a literatura cientifica no que se
refere a terapias odontoldgicas, trazendo resultados promissores para a aplicagéo
clinica dos extratos comerciais aquoso e glicélico de propolis em produtos de uso

odontologico no combate a caries, infecgcdes endododnticas e periodontais.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa, é possivel concluir que os
extratos aquoso e glicélico de prépolis verde apresentam acdo antimicrobiana contra
as suspensodes planctonicas e os biofilmes monotipicos dos patdégenos anaerébios
orais F. nucleatum, P. micra, P. endodontalis, P. gingivalis, e P. intermedia,
comprovada através dos testes de biomassa (CV) e atividade metabdlica (MTT), que
indicaram reducdo média dos biofilmes dos micro-organismos para 30% (biomassa)
e 45% (viabilidade celular), apos 5 min de contato.

Quanto a citotoxicidade dos extratos, pode-se afirmar que foram citotoxicos
apos aplicacdo de 5 min sobre a linhagem de queratindcitos humanos (HaCaT),
mostrando-se porém semelhantes ou melhores que a Clorexidina. Quando em
contato por 24 h sobre a linhagem celular humana apresentaram citotoxicidade
acima da concentracdo de 6,25 mg/mL, reduzindo bastante a viabilidade celular,
embora tenham tido acdo semelhante a Clorexidina, apresentando-se como um
método alternativo de tratamento. Novos testes podem ser realizados para se definir
a concentracédo ideal para sua aplicabilidade nas terapias odontoldgicas.

Com isto conclui-se que o0s extratos comerciais aquoso e glicélico de
propolis verde apresentam acdo antimicrobiana contra 0S micro-organismos
estudados no presente trabalho e podem ser utilizados nos tratamentos contra os
referidos patdgenos, ja que no que se refere a citotoxicidade, se comportaram de

forma semelhante a Clorexidina, cujo uso é conhecidamente seguro e eficaz.
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ANEXO A - Laudo do extrato aquoso de propolis — Apis Flora

PROPOMAX® — EXTRATO DE PROPOLIS SEM ALCOOL 30 ML

PROPOMAX® é produzido com extrato de propolis 100%, com antibiético natural,
obtido com tecnologia exclusiva da Apis Flora, que mantém a alta concentracdo dos
bioativos em um produto sem alcool. O processamento deste extrato resulta de uma
avancada tecnologia multiplataforma desenvolvida cientificamente pela Apis Flora
com o0s principais centros de pesquisa do pais, de forma a purificar o extrato de
propolis, retirando as substancias inertes do produto, tornando-o totalmente soltvel
em agua e, por isso, cristalino quando dissolvido na 4gua.

. ndo contém &lcool
. ndo contém glaten
. nao contém aromatizantes e adocantes artificiais

Ingredientes: agua purificada e extrato de prépolis (extrato seco minimo: 11% p/v)
Informacdo Nutricional: Porcdo de 1ml*(aprox.1 colher de café). Nao contém
quantidade significativa de valor calérico, carboidratos, proteinas, gorduras totais,
gorduras saturadas, gorduras trans, fibra alimentar e sdodio.
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ANEXO B - Laudo do Extrato Glicélico de Propolis — Mapric

EXTRATO GLICOLICO DE PROPOLIS (HG)

Nome Cientifico: Propolis Wax
INCI: Propolis Extract

N° CAS: 85665-41-4

Parte Utilizada: Substancia resinosa
Formula Molecular: N.A

Peso Molecular: N.A

GENERALIDADES

Produto extraido de uma substancia resinosa, produzida pelas abelhas.

A Propolis € constituido principalmente de: resinas; balsamos (55%); cera (30%);
Oleos volateis (10%); polen (5%), flavondides (galangina); ésteres de acido benzdico

e cinamico.

PROPRIEDADES E EMPREGOS TERAPEUTICOS

O Extrato Glicdlico de Propolis tem acao: cicatrizante, antiinflamatodria, bactericida,
protetora e regeneradora de tecidos, calmante de irritacdes da pele.

Podera ser incorporado em cremes, locdes cremosas, hidroalcodlicas ou tdnicas, em
shampoos, géis, locédo de limpeza, produtos pos-barba, pés-depilacdo, para picadas
de inseto, mascaras faciais, sabonetes e outros produtos cosméticos. Indicado
somente para uso externo em concentracao de até 10%.

Atencdo: O Extrato Glicdlico de Propolis deve ser adicionado no final da preparacéo

cosmeética, com o produto em temperatura abaixo de 45° C.

ESTOCAGEM E VALIDADE
Deve ser estocado hermeticamente fechado, ao abrigo da luz solar direta e do calor.

Prazo de validade: 36 meses a partir da data de fabricacao.



