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RESUMO

Martinez CR. Caracterizacdo quimica e citotoxicidade da prépolis de Apis
mellifera sobre fibroblastos de mucosa bucal humana: estudo in vitro. Campo
Grande; 2010. [Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

A prépolis é um produto resinoso com diversas propriedades bioldgicas
comprovadas cientificamente. Porém, poucos estudos foram realizados com o
proposito de testar a citotoxicidade da mesma em células dos tecidos onde é
empregada. Na cavidade bucal, os fibroblastos s&o muito importantes na
regeneracao tecidual e diretamente afetados durante diversos tratamentos que
utilizam a propolis. O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade de solucdes
hidroalcodlicas de propolis, oriunda de Mato Grosso do Sul, com e sem
propilenoglicol, sobre fibroblastos de mucosa jugal humana, em experimentos de
viabilidade celular a curto e longo prazo e, além disso, propbe-se analisar
quimicamente o extrato de propolis. No teste a curto prazo, foram testadas as
concentragdes de 1%; 0,5%; 0,1%; 0,01% e 0,001%, sendo as trés ultimas também
testadas no experimento a longo prazo. Os resultados foram comparados pelo
método ANOVA, complementado pelo teste de Tukey, considerando p<0,05. A curto
prazo, as solucdes com prépolis, independente do veiculo, a 0,5% e 1% foram
citotdéxicas sendo responsaveis por mais de 50% de morte celular. As solucbes e os
veiculos a 0,001%; 0,01% e 0,1% mostraram-se biocompativeis. Os resultados do
teste a longo prazo, mostraram que todas as solucbes de propolis com
propilenoglicol, foram biocompativeis aos fibroblastos, porém, houve significativa
morte celular apos 7 dias. As solucbes de propolis sem propilenoglicol foram
biocompativeis in vitro, ndo apresentando significativa morte celular com o passar do
tempo. Quatro substancias quimicas - lupeol, acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico
(Artepillin  C®), 5,7-diidroxi-4’-metoxiflavone (acacetina) e 3,5,7-trihidroxi-4'-
metoxiflavonol foram identificadas pela analise quimica. Conclui-se que a
citotoxicidade da propolis foi dependente da concentracdo utilizada e que o
propilenoglicol utilizado no experimento a longo prazo, apresentou efeitos
indesejaveis visto que causou maior porcentagem de morte celular com o passar do
tempo.

Palavras-chave: cultura celular, biocompatibilidade, propolis.



ABSTRACT

Martinez CR. Cytotoxicity of propolis of  Apis mellifera on human buccal mucosa
fibroblasts: study in vitro. = Campo Grande; 2010. [Dissertation — Federal University
of Mato Grosso do Sul].

The propolis is a resinous substance with many scientifically comproved biological
properties. However, few studies have been conducted with the purpose of testing its
cytotoxicity in cells from tissues where it is applied. In the oral cavity, the fibroblasts
are very important in tissue regeneration and directly affected during various
treatments using propolis. The aim of this study was to evaluate the cytotoxicity of
propolis hydroalcoolic solutions from Mato Grosso do Sul, with and without propylene
glycol, on the fibroblasts of human buccal mucosa, in short and long term
experiments of celular viability, and analyse chemically the extract of propolis. In the
short-term test, the concentrations of 1%, 0,5%; 0,1%; 0,01% and 0,001% were
tested and the last three ones also tested in the long-term experiment. The results
were compared by ANOVA method, complemented by Tukey test considering
p<0.05. The short-term solutions with propolis, regardless of the vehicle, 0,5% and
1% were cytotoxic accounting for more than 50% cell death. The solutions and
vehicles of 0,001%; 0,01% and 0,1% were biocompatible. The results of the long-
term test showed that all propolis solutions with propylene glycol were biocompatible
to fibroblasts, however, there was significant cell death after 7 days. The solutions of
propolis without propylene glycol were biocompatible in vitro, no presenting significant
cell death over time. Four chemical substances - Ilupeol, 3,5-diprenyl-4-
hydroxycinnamic acid (Artepillin C®), 5,7-diidroxy-4’-methoxyflavone (acacetina) and
3,5,7-trihydroxy-4’-methoxyflavonol were identified by chemical analysis. It was
possible to infer that the cytotoxicity of propolis depended on the concentration used
and the propylene glycol in the long-term experiment presented indesirable effects
because of its higher cell death percentage in the course of time.

Key-words: cell culture, biocompatibility, propolis.
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais tém sido utilizados pela medicina popular em todo o mundo
por milhares de anos, principalmente devido a suas propriedades farmacoldgicas.
Dentre eles, a prépolis é reconhecida atualmente como um produto muito Gtil, tanto
na medicina humana quanto na veterinaria (OZAN et al., 2007).

Trata-se de uma substancia resinosa, de aroma caracteristico, cuja cor varia
entre amarelada, esverdeada clara, vermelha e marrom escuro, dependendo de sua
origem botanica e idade. E coletada pelas abelhas da espécie Apis mellifera, em
diferentes locais das plantas, tais como brotos, botdes florais e exsudatos resinosos.
Essa resina € transportada até a colméia, processada e em sua composicdo Sao
adicionadas substancias secretadas do seu metabolismo como a cera e enzimas
salivares (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995; BUFALO et al., 2009).

Tem um cheiro caracteristico, agradavel ao olfato, com consisténcia terrosa
ou pegajosa, dependendo também de sua origem vegetal e idade (AZEVEDO et al.,
1986; BANSKOTA et al., 1998; BANSKOTA et al., 2000). As abelhas a utilizam na
colméia para vedar frestas e orificios; diminuir a abertura da entrada e saida,
impedindo a presenca de inimigos e promovendo isolamento térmico; mumificacao
de cadaver de invasores e revestimento dos favos de mel, esterilizando o ambiente
interno contra microrganismos para postura dos ovos (AZEVEDO et al.,, 1986;
KUJUMGIEV et al., 1999).

Fisicamente, a prépolis é dura e quebradica quando fria e maledvel e muito
pegajosa quando quente. Seu ponto de fusdo € variavel entre 60-70°C podendo
atingir, em alguns casos, até 100°C (MARCUCCI, 1996).

A composi¢do quimica da propolis € muito complexa; os componentes ativos
mais importantes sdo os acidos aromaticos, compostos fendlicos e flavonoides
(BURDOCK, 1998; OZKUL et al.,, 2005), além de esteroides, 6leos essenciais,
ésteres de acidos graxos, aminoacidos, pigmentos vegetais e vitaminas B1 e B2
(MOREIRA, 1986). Porém, esses constituintes e atividade farmacoldgica podem
variar amplamente de regido para regido, e as aplicagbes da propolis em varias
areas tém levado a um maior interesse na sua composi¢cao quimica e na sua origem
(PARK et al., 2002).
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Recentemente, tem ganhado popularidade em bebidas saudaveis e também
tem sido extensivamente usada em comidas em varias partes do mundo, incluindo
Japao, Brasil, Estados Unidos da América (EUA) e Europa, onde é utilizada com o
intuito de promover saude e prevenir doencas, tais como doencas do coracao,
diabetes e até mesmo cancer (BANSKOTA et al.,, 1998; BANSKOTA et al., 2000;
AKAO et al., 2003; CHEN et al., 2004).

Tem sido usada amplamente na medicina popular e na indastria biocosmética
devido as suas propriedades antisséptica, antimicotica, bacteriostatica, adstringente,
espasmolitica, antiinflamatoéria e anestésica (BURDOCK, 1998; GIUSTI et al., 2004,
SIMOES et al., 2008). E comercialmente encontrada na forma de tabletes, locoes,
sprays, unguentos, solucdes, capsulas, cremes, dentifricios e goma de mascar
(BURDOCK, 1998; GIUSTI et al., 2004).

O interesse de investigadores por conhecer melhor a utilidade da prépolis tem
aumentado, e por esse motivo, pesquisas em distintas partes do mundo vém sendo
realizadas e resultados satisfatorios tém sido encontrados no tratamento de
pacientes com Ulcera por decubito, Ulcera na mucosa bucal, gengivites e Ulceras
cronicas gastrointestinais (LEVYA; MESA, 2007).

O principal problema da prépolis, como outros produtos originarios das
abelhas (mel, geléia real e cera), € a notavel diversidade da sua composicdo
quimica, que varia de acordo com a flora, condi¢cdes sazonais, tempo da coleta e
presenca de contaminantes. Também existe a dificuldade de definir qual o tipo de
propolis é mais indicada para o uso medicinal, devido a variabilidade na qualidade
da mesma (MARCUCCI, 1996; OZAN et al., 2007).

Alguns autores salientaram que nao existe uma padronizacdo quanto a
concentracdo de prépolis empregada, seus veiculos e suas indicacbes na
distribuicdo comercial. Fica evidente, portanto, a sua pratica empirica, tanto pelos
profissionais quanto pela populacdo (MAGRO-FILHO; PERRI DE CARVALHO, 1990;
SILVA et al., 2000).

De acordo com Pereira et al. (2002), o interesse global de pesquisas com a
propolis tem duas justificativas: uma devido a suas caracteristicas de panacéia, a
qual atrapalha sua aceitacdo por médicos e outros profissionais que tendem a
desconfiar de sua eficacia, pois dezenas de atividades biologicas simultaneas séo
atribuidas a mesma; outra, € seu alto valor agregado, principalmente nas

exportacdes. Porém, apesar da posicdo de destaque na producdo e comércio da
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prépolis, a atividade de pesquisa no Brasil ndo reflete em numero, nem em
conteudo, o interesse internacional que a propolis brasileira possui, principalmente
para o0s japoneses.

Além da dificuldade para a padronizacdo da propolis, o delineamento
experimental ainda € incompleto posto que pesquisadores utilizam diferentes
concentracfes de propolis in vitro e in vivo, bem como diferentes extratos, periodos
e rota de administracao (SFORCIN, 2007).

Ha muita discussdo a respeito da exata concentracdo de propolis que
diferentes produtos deveréo ter, uma vez que nao existe uma regulamentagéo para
a porcentagem méaxima da mesma. A legislacdo brasileira regulamenta o uso da
propolis nos cosmeéticos, mas ndo nos medicamentos, indicando a concentracao de
2,5% como limite maximo, e nao proibe o uso destinado as criancas. Na area
odontoldgica, vem sendo auto-prescrita para o tratamento de lesdes bucais sem, no
entanto, obedecer a uma forma sistematizada de uso e sem o conhecimento prévio
mais aprofundado sobre as indicacbes e 0 mecanismo de acdo sobre os sistemas
bioldgicos (SANTOS, 1999).

As exigéncias internacionais para a qualidade dos produtos apicolas obrigam
0S paises a estabelecer normas para definir padrées minimos de comercializacao,
especialmente para propolis. E necessario informagdes precisas a respeito da
composi¢cao quimica dos varios tipos de propolis produzidas no Brasil e sua relacéo
com as atividades terapéuticas para as quais deverdo ser comercializadas. Paises
como China, Australia, Argentina e Uruguai possuem redes nacionais de laboratérios
para o controle de qualidade quimica e biol6gica de suas amostras apicolas, o qual
garante o seu espaco e longevidade no comércio exterior. Nesse contexto, €
necessario que o Brasil implemente esse sistema, visando maior competitividade no
mercado mundial (PAULINO, 2005).

De acordo com Hanks et al. (1996) e Martins et al. (2009), o teste de
citotoxicidade in vitro para avaliar a toxicidade de produtos é o sistema bioldgico, no
qual células entram em contato com as substancias a serem estudadas. E o primeiro
teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material, e s6 depois de
comprovada a nédo toxicidade é que pesquisas com animais e humanos devem ser
executadas. O uso de cultura celular para testar a biocompatibilidade de materiais
usados na Odontologia esta ganhando importancia, visto que esses podem ter

efeitos citotoxicos em células dos locais onde sdo empregados (ARENHOLT-
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BINDSLEV; BLEEG, 1990; VAN WYK et al., 2001). Porém, observa-se que muitas
pesquisas sdo realizadas com o intuito de conhecer as ac¢fes da prépolis em
diferentes especialidades odontoldgicas, com eficacia comprovada. Contudo, poucos
estudos foram realizados com o propésito de testar a citotoxidade da mesma.

O estudo da toxicidade de um material deve ser realizado em trés etapas:
primeiro, a avaliacdo da citotoxicidade in vitro, que em saude representa o sistema
biolégico em que os produtos entram em contato direto com culturas celulares, com
0 objetivo de analisar o comportamento celular em meio controlado, livre das
complexas interacdes do organismo. As vantagens dessa metodologia sao, além do
controle ambiental das células, a facilidade e a rapidez de sua execucao e baixo
custo. ApoOs essa analise preliminar, devem-se realizar experimentos em animais
para, em seguida, serem aplicados clinicamente em humanos (MARTINS et al.,
2009).

Uma vez que os fibroblastos sdo células muito importantes na regeneracao
dos tecidos, e como na cavidade bucal essas células estdo presentes em todas as
mucosas (jugal, gengival, ligamento periodontal e polpa dental), todas as
substancias utilizadas na Odontologia, inclusive a propolis, devem ser
biocompativeis com essas células, ndo as lesionando e se possivel, estimulando a
sua proliferacdo. Entretanto, ndo ha estudos que avaliem a citotoxicidade da
propolis, especialmente a oriunda do estado de Mato Grosso do Sul. Assim sendo,
torna-se relevante este ensaio in vitro sobre a acdo da propolis sobre fibroblastos de
mucosa jugal humana, que permitird analisar seu efeito citotoxico, viabilidade e

estimulo a proliferagcéo celular, em diferentes concentracées.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Composicao quimica da propolis

Como a propolis € uma mistura de varias substancias, a mesma néo é
facilmente extraida ou fracionada. Para determinar a sua composi¢cdo quimica,
torna-se necessario o fracionamento simples da amostra. O método usual para
extrair & a fragdo solavel em é&lcool, denominada fracéo resinosa. Nesse processo,
obtém-se também a frac&o insoluvel em alcool, formando a fracdo cerosa. Balsamo
de propolis refere-se a fracdo que pode ser extraida com alcool 70%
(GHISALBERTI, 1979).

S&8o0 muitos 0os componentes quimicos isolados da prépolis. Em geral, é
composta por 50 a 60% de resinas e balsamos vegetais, 30 a 40% de ceras, 5 a
10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de outras substancias
variadas, como aluminio, calcio, estrdncio, ferro, manganés e pequenas quantidades
de vitaminas B1, B,, Bg, C e E (AZEVEDO et al., 1986).

Moreira (1986) avaliou a composicdo quimica de 4 amostras de propolis
provenientes do estado de Minas Gerais e 6 amostras adquiridas no comércio de
Sao Paulo (Brasil). A fracdo soluvel em éter de petrdleo, um dos métodos de
extracdo, apresentou esteroides, pigmentos vegetais, 6leos essenciais, ésteres de
acidos graxos e alcoois de cadeia longa. As vitaminas encontradas foram B; e By,
porém, a vitamina C nao foi evidenciada. Diversos aminoacidos também estavam
presentes nas amostras.

De acordo com Marcucci (1995), sdo conhecidas na propolis, diversas
substancias de estruturas quimicas distintas, pertencentes as classes alcoois,
aldeidos, acidos alifaticos, ésteres alifaticos, aminoacidos, acidos aromaticos,
ésteres aromaticos, flavondides, ésteres hidrocarboidratos, éter, acidos graxos,
cetonas, terpendides, esterdides e agucares.

Park et al. (1997) analisaram os flavondides de 46 amostras de propolis
coletadas pelas abelhas Apis mellifera, das regibes Centro-Oeste, Sudeste e Sul do
Brasil. Os resultados demonstraram que a qualidade e a quantidade de flavondides

agliconas foram similares nas regidées Sudeste e Centro-Oeste, porém, esses foram
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muito diferentes da regido Sul. Os flavondides quercetina, canferol, apigenina e
sacuranetina foram encontrados em todas as regibes. Na regido Sul, foram
encontradas altas concentracfes de crisina e galangina e, na regidao Sudeste, foram
identificados 9 flavonoides agliconas. Concluiu-se que a diferenca na composicao da
propolis foi devido, provavelmente, a diversidade ecoldgica. Os autores também
observaram que todas as amostras de extratos etanolicos provocaram inibicdo do
crescimento de Staphylococcus aureus coagulase positivo, porém, Escherichia coli
nao foi inibida.

Bankova et al. (1998) pesquisaram a composi¢cdo quimica da propolis
brasileira coletada por duas subespécies de abelhas Apis mellifera L. (africanizadas
e européias) nas 4 estacbes do ano. A analise quimica por Cromatografia Gasosa
(CG) e Cromatografia Gasosa associada a Espectometria de Massa (CG-EM)
indicaram compostos semelhantes. Os principais constituintes encontrados foram
compostos fendlicos, especialmente derivados de acido cinamico, porém, no outono,
os diterpenos foram os majoritarios na prépolis produzida pelas abelhas européias.
Os autores concluiram que ambas as subespécies de abelhas coletaram as propolis
do mesmo grupo de plantas e que existiram pelo menos duas importantes plantas de
origem, na qual sugeriram ser espécies Baccharis e Araucéria.

Na analise quimica da propolis por CG-EM, Kujumgiev et al. (1999)
encontraram que nas amostras da zona temperada (Europa e Mongdlia), ésteres de
acidos fendlicos e flavondides predominaram, enquanto que nas amostras
provenientes da regido tropical (Brasil), pequena ou nenhuma quantidade desses
compostos foram encontrados. Nessa regido, os constituintes majoritarios foram
compostos aromaticos e acidos diterpénicos. Apesar da grande diferenca na
composicao quimica, as atividades antimicrobianas das amostras brasileiras foram
semelhantes aquelas das européias.

E marcante a diferenca da composicdo quimica observada entre prépolis das
regiGes tropical e temperada. As originadas nas zonas temperadas (Oeste da Asia,
Europa e Norte da América) possuem uma composi¢cao quimica similar, sendo que
0S principais constituintes sdo compostos fendlicos, como flavonoides, acidos
cinamicos e derivados. Nessas regides, exsudatos de diferentes brotos de populus
ssp., representam a principal origem, juntamente com outras arvores (Betula alba,

Fagus sylvatica, Aesculus hippocastanum, Alnus glutinosa). Nas regides tropicais,
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como nado existem plantas populus ssp., as abelhas utilizam outras plantas para a
producao da propolis (BANSKOTA et al., 2000).

Paredes-Guzman et al. (2003) realizaram uma pesquisa com 0 objetivo de
identificar a substancia Artepillin C (acido 3,5 — diprenil — 4 — hidroxicinamico), em
varias amostras de propolis procedentes de diferentes regides sul-americanas. A
analise quimica foi por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia
(CCDAE) fase reversa, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Foram investigadas propolis brasileira
coletada no estado do Parana e nos estados de Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul,
Goias e Sul de Minas Gerais. A origem da propolis do Parana, mostrou ser
Baccharis caprariaefolia (Alecrim pluma), a qual mostrou perfis quimicos similares a
respectiva propolis e também Artepillin C. Nos outros estados, a origem da prépolis
foi Baccharis dracunculifolia e também foi encontrado Artepillin C.

O perfil quimico da prépolis originada de plantas poplar (populus ssp.), tipico
da zona temperada, foi padronizado por Bankova (2005) através da caracterizacao
de trés parametros: conteudo de flavonas e flavondis totais, contetdo de flavanonas
e diidroflavondis e fendlicos totais. De acordo com o pesquisador, esses parametros
correlacionam melhor com a atividade bioldgica e sdo mais informativos que a
quantificacdo dos compostos individuais. A utilizacdo de materiais padronizados
permitiria associar um tipo de propolis particular a um tipo de atividade bioldgica
especifica e formular recomendacdes para profissionais que trabalham nessa linha
de pesquisa, garantindo sua qualidade, seguranca e eficacia e, principalmente, para
ser aceita oficialmente nos tratamentos de saude em geral.

A analise por CG-EM da prépolis originaria da Turquia, por Ozkul et al. (2005),
apresentou principalmente flavondides (17,3%), acido fatico (25,4%), acidos
aromaticos (6,3%), ésteres aromaticos (5,7%) e cetonas (16,8%).

Funari e Ferro, em 2006, realizaram andlise espectrofotométrica de 3
amostras de propolis brasileira para determinacao dos teores de flavonoides e fendis
totais. O valor encontrado de flavonoides foi 2,64%, expressos como equivalentes de
guercetina di-hidratada; o teor de fendis totais foi 7,39%. Os autores também
identificaram por CLAE, &cido clorogénico, cafeico, para-cumarico, ferulico, trans-
cinamico e artepillin C, além dos flavondides isosacuranetina e canferida, tanto na

prépolis quanto na planta que lhe deu origem (Baccharis drancunculifolia).
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Mani et al. (2006) analisaram a amostra de prépolis proveniente do Sudeste
do Brasil por CG-EM, revelando que seus principais componentes foram compostos
fendlicos (flavonoides, acidos aromaticos e benzopiranos), di e triterpenos e 6leos
essenciais. De acordo com os autores, os flavonoides geralmente estdo presentes
em pequenas quantidades na propolis brasileira, o0 que sugere que suas varias
atividades podem ser devido a seus diferentes constituintes, que variam de acordo
com a estacao e a origem vegetal disponivel na regido geogréafica onde a propolis foi
produzida.

A composi¢cdo quimica de uma amostra de prépolis coletada no estado do
Ceara, onde a vegetacdo predominante € a caatinga, foi pesquisada por
Albuquerque et al. (2007). Do extrato etandlico de propolis (EEP) foram isolados e
caracterizados por RMN, os triperpenos lupeol, lupenona e germanicona e 0s
flavonoides quercetina, canferol e acacetina.

Segundo Lemos et al. (2007), a Baccharis dracunculifolia, uma planta nativa
do Brasil, comumente conhecida como Alecrim-do-campo ou Vassourinha, € a
origem botanica mais importante da propolis do Sudeste do pais, a qual € conhecida
como propolis verde devido a sua cor. A andlise por CLAE revelou que os principais
constituintes quimicos do extrato da planta foram flavonoides e derivados de acido
cinamico.

Longhini et al. (2007) avaliaram o teor de flavondides totais da prépolis do
Brasil extraida a partir de etanol e propilenoglicol. Os pesquisadores afirmaram que
0s extratos glicdlicos ndo sdo recomendados como eficientes para o processo de
extracdo dos constituintes da propolis, devido ao baixo teor de flavonéides obtidos
guando comparados aos extratos etanolicos. Esse fato pode ser explicado por ser a
propolis um material resinoso, insolivel em agua. Os glicois melhoram a extracao
das substancias flavonoidicas em relacdo a 4gua pura, mas ndo em comparacao ao
alcool e suas diluicbes, quando o material a ser extraido € uma resina. Em sua
pesquisa, o uso de diferentes concentracdes de propilenoglicol tornou-se necessario
em comparacao ao extrato alcodlico, pois os glicolicos sdo de grande utilizacdo no
mercado farmacéutico, por serem menos agressivos a pele e mucosas, quando
comparados ao alcool e propiciarem formas farmacéuticas emulsionadas mais
estaveis.

A CLAE, realizada por Funari et al. (2007), identificou os principais

constituintes da prépolis originaria do Sudeste do Brasil como sendo Artepillin C,



25

acido para-cumarico, acido ferulico, acido trans-cinamico, acido clorogénico, acido
cafeico, canferol, canferida e isosacuranetina. No total, 2,64% foram flavondides e
7,39% compostos fendlicos.

A analise quimica de 4 amostras de propolis originaria da Turquia e uma do
Brasil, realizada por Koru et al. (2007) por meio da CG-EM, demonstrou como
principais constituintes: flavondides (pinobanksina, quercetina, naringenina,
galangina e crisina) e acidos aromaticos (acido cafeico). As amostras analisadas
apresentaram diferentes solubilidades em etanol; esse fato foi evidente até mesmo
na tentativa de dissolugdo da mesma quantidade da amostra de prépolis no mesmo
volume de etanol. Para os autores, quanto maior o conteddo de compostos
hidrofilicos na amostra, mais alta € a solubilidade da amostra, ou seja, a presenca
de constituintes flavonoides favoreceria a solubilidade. No estudo, a amostra
brasileira demonstrou a menor quantidade de flavondides e, consequentemente,
demonstrou ter a menor solubilidade em etanol.

Em Cuba, Cuesta-Rubio et al. (2007) coletaram 65 amostras de prépolis de
11 provincias, com o objetivo de estuda-las quimicamente. Utilizando 3 diferentes
técnicas, os autores classificaram-nas em 3 tipos principais, diretamente
relacionados com as classes de metabdlitos secundarios, em prépolis marrom,
vermelha e amarela. Em relagcdo aos constituintes principais, a marrom mostrou ser
rica em benzofendis, a vermelha em isoflavondides e a amarela em compostos
alifaticos. Os pesquisadores criaram um sistema de classificacdo que caracterizou
85% das amostras estudadas, demonstrando a validade e aplicabilidade da
pesquisa.

Os constituintes da propolis variam de acordo com o método de extracao.
Mais notavelmente, a propolis obtida pela extragdo aquosa contém aminoacidos,
matéria organica e carboidratos, 0os quais ndo estdo presentes na extracao etandlica.
A extragcdo aquosa € amplamente usada como aditivos em comidas e cosméticos,
devido a suas propriedades e por causar minima estimulacdo olfatéria. Por outro
lado, a extracdo com etanol fornece facilmente compostos lipofilicos, que estdo em
grandes quantidades, o qual atrai consideravel interesse por parte dos
pesquisadores (INOUE et al., 2008).

Bufalo et al. (2009), por meio da CCDAE e CG-EM, revelaram que o0s

componentes principais exibidos em uma amostra de propolis verde brasileira foram
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os compostos fendlicos (flavondides, &cidos aromaticos, benzopiranos), di e

triterpenos e Oleos essenciais.

2.2 Atividades antimicrobianas

Ikeno et al. (1991) pesquisaram o efeito da propolis procedente de diferentes
regibes (China e Japdo), em caries dentais e seu efeito inibitdrio no crescimento
bacteriano de Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Streptococcus
cricetus, além da sintese de glucanos insolaveis e atividade da glicosiltransferase.
Os experimentos in vitro demonstraram atividade antimicrobiana contra todas as
espécies testadas. Nos experimentos com animais inoculados com S. sobrinus, o
consumo de 1mg/mL de propolis na 4gua levou a uma inibicdo de cérie entre 56,2 e
62,2% comparados ao grupo controle. O estudo também mostrou inibicdo da
atividade da glicosiltransferase, enzima que intervém no metabolismo da sacarose e
na reducdo da sintese de glucanos insoluveis, o qual influencia na formacao e
adeséo do biofilme.

Amoros et al. (1992) observaram a atividade antiviral in vitro do extrato de
propolis e dos principais flavonéides identificados na prépolis originaria da Franca,
contra virus herpes simples do tipo I. Foram testados flavondides isolados e o efeito
sinérgico binario de flavondis (galangina, canferol e quercetina), flavonas (crisina,
apigenina, luteolina e tectocrisina) e flavanonas (pinocembrina e isosacuranetina).
Os flavondis foram mais ativos do que flavonas, sendo que a ordem decrescente de
maior atividade foi galangina > canferol > quercetina. Acido cafeico e ferulico e os
flavanonas mostraram pouca ou nenhuma atividade. As diferentes combinac¢des dos
flavonoides, principalmente flavonas-flavondis foram mais efetivas do que os
compostos individuais. O extrato de préopolis apresentou um dos melhores
resultados. Concluiu-se a partir do estudo que a propolis e/ou a associacao de seus
compostos foram mais ativos do que os compostos isolados na atividade antiviral.

A atividade antimicrobiana de 4 extratos comerciais de prépolis e dos seus
respectivos solventes (etanol 60%, glicerina, propilenoglicol e 6leo de cereais) foi
pesquisada por Tosi et al., em 1996 . As solu¢cbes de propolis a 30% foram testadas

contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Sarcina lutea), Gram-
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negativas (Escherichia coli, Pseudomonas spp.) e fungos (Candida albicans,
Sacharomyces cerevisae). Os resultados indicaram que todos os solventes isolados
foram inefetivos como agentes antimicrobianos, o qual transfere essa propriedade a
propolis, visto que os extratos mostraram-se eficazes. Os extratos com etanol,
propilenoglicol e 6leo apresentaram uma boa inibicdo dos microrganismos por mais
de 2 semanas, variando a eficdcia de acordo com o0 solvente e o microrganismo,
enquanto que a solucdo com glicerina manteve a inibicdo por apenas 2 a 3 dias.
Concluiu-se que o solvente empregado para a extracdo influenciou na atividade
antimicrobiana da propolis.

Kujumgiev et al. (1999) relataram os resultados da atividade antibacteriana,
antifangica e antiviral de amostras de propolis de diferentes locais da Europa e
Brasil. Todas as amostras foram efetivas contra os fungos (Candida albicans) e
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus), e a maioria delas mostraram
atividade antiviral (Avian Influenza). Porém, nenhuma foi ativa contra a espécie
Gram-negativa Escherichia coli. Os autores concluiram que apesar das
caracteristicas quimicas diferentes, todas apresentaram atividades similares, o que
demonstra o valor farmacolégico geral da propolis como uma mistura natural e ndo
como uma fonte de novos compostos individuais com poder isolado. Em diferentes
compostos, diferentes combinacdes de substancias séo essenciais para a atividade
biologica da propolis.

Setenta e sete cepas de diferentes microrganismos de 200 controles
bacteriologicos radiculares foram isoladas por Martorell et al. (1999), dos quais
93,5% correspondiam a Streptococcus viridans, Staphylococcus aureus e
Lactobacillus sp. A sensibilidade e a resisténcia dos mesmos a uma solugao
hidroalcoolica de propolis 4% foram testadas e os resultados foram comparados a
pesquisa simultdnea com cloranfenicol. A pesquisa revelou que 62% dos
Streptococcus viridans e 85% dos Staphylococcus aureus e Lactobacillus
apresentaram sensibilidade a solucdo de propolis. O cloranfenicol apresentou
resultados superiores apenas contra Streptococcus viridans. Conclui-se também que
o alcool 70% foi um veiculo apropriado, visto que ndo influenciou na atividade
antimicrobiana da solug&o de propolis.

A reducéo de estreptococos do grupo mutans em pacientes com atividade de
carie, foi estudada por Zarate-Pereira (1999) por meio da comparacédo da acao de

uma solucéo de propolis 5% acrescida de fluoreto de sodio 0,05% e do fluoreto de
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sédio 0,05% isolado (controle). Foram selecionados 2 grupos, com 15 criangas cada,
portadores de cérie ativa e foram ministrados bochechos durante 15 dias, onde se
observou que os niveis de estreptococos salivares diminuiu em cerca de 66,9% no
grupo tratado com propolis, o qué néo foi observado no grupo controle.

Abreu et al. (2000) selecionaram, aleatoriamente, 50 alunos entre 7 e 10
anos, com antecedentes de alta infeccao por Streptococcus mutans, para verificar a
atividade anticarie de um creme dental contendo prépolis. Dois grupos foram
formados, um controle, o qual foi submetido a um creme dental placebo e o grupo
experimental. Entre ambos, ndo havia diferenca significativa entre o indice de cérie e
porcentagem de infectados. Apos 18 meses de tratamento, os resultados obtidos
mostraram que no grupo tratado com propolis houve reducéao de 85,6% no numero
de infectados, quando comparados ao grupo controle, e 72,7% no indice de carie.
Dessa forma, os autores concluiram que a solucdo de propolis apresentou agao
antimicrobiana e anticariogénica.

Em 2000, Koo et al. avaliaram, in vitro, a atividade antimicrobiana da prépolis
sobre 15 patdgenos bucais, em especial, a inibicdo da aderéncia do Streptococcus
mutans e formacao de glucanos insollveis em agua, e compararam aos resultados
do extrato de Arnica montana, uma planta herbacea. O extrato etandlico da propolis
originaria do estado de Minas Gerais (Brasil) inibiu significantemente todos os
microrganismos testados, principalmente o Actynomices viscosus. A aderéncia
celular e formacéo de glucanos foram completamente inibidos numa concentracao
final de 400ug/mL e 500ug/mL, respectivamente, enquanto que o extrato de Arnica
foi fracamente ativo. Os resultados sugeriram que a prépolis contém compostos
bioativos que poderiam prevenir as céaries dentarias e doencas periodontais, uma
vez que demonstrou significante atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos
testados e, especialmente, inibicdo da formacao da placa dental in vitro.

A partir de doze amostras de prépolis provenientes de diferentes regides do
Brasil (grupos 1 a 5 — regido Sul; grupos 6 a 11 — regido Nordeste e grupo 12 -
regido Sudeste), Park et al. (2000b) realizaram testes de atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. Sobre os Staphylococcus
aureus, a propolis do grupo 1 néo inibiu o crescimento; as dos grupos 2, 9, 10 e 11
inibiram fracamente; as dos grupos 3, 4, 5, 8 e 12 inibiram moderadamente,
engquanto que a propolis dos grupos 6 e 7 inibiram fortemente o crescimento dessa

bactéria. Com relacdo aos S. mutans, os resultados também variaram dependendo
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do tipo de propolis testada. As propolis dos grupos 1, 9, 10 e 11 praticamente néo
possuiram atividade contra as espécies testadas. Concluiram que a atividade da
propolis variou, sendo que algumas agiram de forma mais acentuada em um
microrganismo do que em outro.

Paracoccidioidomicose é a mais importante micose sistémica na América
Latina, tendo como agente etioldgico o fungo Paracoccidioides brasiliensis. Diante
desse fato, Murad et al. (2002) estudaram o efeito de vérias concentracdes de
propolis (5, 10 e 20ug/poco) na atividade de macrofagos contra esse fungo e
compararam os efeitos da propolis do Brasil com os produzidos pela prépolis da
Bulgaria, utilizando o mesmo teste. O ensaio in vitro mostrou que a propolis
aumentou a atividade fungicida dos macrofagos, porém, néo significativa (p<0,05)
quando comparado com células controle. Segundo os autores, essa atividade pode
ser devido a um aumento na liberacdo de substancias fungicidas pelos macrofagos,
tais como metabdlitos oxigenados e nitrogenados, além da inducdo da producéo de
algumas citocinas. As amostras testadas exibiram efeitos similares.

Ao avaliar a acdo da prépolis 5% associada ao fluoreto de sodio 0,05% no
desenvolvimento da céarie dentaria e na formacéo do biofilme dental (estudo in situ),
Zéarate-Pereira (2003) verificou atuagcdo eficaz sobre a placa bacteriana
supragengival, agindo de maneira significativa na populagéo de estreptococos totais,
estreptococos do grupo mutans, lactobacilos e total de bactérias viaveis. Observou
também reducdo da perda mineral do esmalte submetido a desafio cariogénico,
mostrado pelo ensaio de microdureza.

Sonmez et al. (2005) pesquisaram o efeito antimicrobiano de 6 solucdes de
propolis de 4 origens geograficas diferentes (Turquia - propolis 10% em veiculo
alcoolico e propilenoglicol (PG); Alemanha - propolis 10% veiculo alcodlico e PG;
Australia - prépolis 30% veiculo ndo alcoodlico; EUA - propolis 20% veiculo nédo
alcodlico) sobre microrganismos patogénicos orais e o0s efeitos citotoxicos em
fibroblastos gengivais humanos. Foram realizados testes experimentais de todas as
amostras em varias diluicbes (1/64 a 1/8000) contra bactérias anaerébias, fungos e
andlise da viabilidade celular. Os resultados demonstraram que na diluicdo 1/128,
todas as amostras foram altamente eficazes contra todos o0s microrganismos
testados, porém, citotoxicas aos fibroblastos. Na diluicdo 1/256 a 1/512 da propolis
alcoodlica e PG — Turquia e Alemanha e na diluicdo 1/1024 a 1/2048 da propolis —

Australia e EUA, mostraram ser concentragdes seguras as células, efetivas contra os



30

fungos, porém, com menor atividade antibacteriana. Concluiram que a prépolis, por
suas propriedades antimicrobianas, pode constituir uma alternativa para combater os
patogenos testados, desde que sejam encontradas concentracbes eficazes, que
apresentem efeito antibacteriano e que nédo causem citotoxicidade as células
teciduais.

O efeito do extrato etandlico de propolis 30%, originaria da Bulgaria, em 94
linhagens anaerdbias clinicas, foi avaliado por Boyanova et al. (2006). Entre as
espécies envolvidas no estudo estavam Bacteroides fragilis, Prevotella,
Porphyromonas, Fusobacterium, Clostridium, Propionibacterium e Actinomyces. O
extrato de propolis foi amplamente ativo contra as bactérias anaerdbias, inibindo
mais de 89% de todas as espécies em ambos os testes, o qual comprova sua acao
antibacteriana. Segundo os autores, 0s resultados encontrados poderiam motivar um
maior interesse meédico no uso da propolis para profilaxia ou tratamento de infec¢gbes
anaerodbias orais, de pele e respiratorias.

Koru et al. (2007) analisaram o desempenho antimicrobiano de cinco
amostras de propolis (4 provenientes da Turquia e 1 do Brasil) contra nove espécies
de bactérias anaerdbias oral (Pepstreptococcus anaerobius e micros, Prevotella
oralis e melaninogenica, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Veilonella parvula, Lactobacillus acidophilus e Actinomyces naeslundii). Todas as
bactérias foram susceptiveis aos extratos etanolicos e a concentracdo inibitoria
minima variou de 4 a 512ug/mL, sendo que as amostras da Turquia foram mais
efetivas, o que poderia ser explicado pela diversidade da composi¢do quimica, a
qual depende da regido onde a propolis foi coletada. As bactérias anaerébias
Gram-positivas foram mais sensiveis que as Gram-negativas. Os autores concluiram
a atividade antimicrobiana de diferentes amostras de préopolis e sugeriram que novas
pesquisas sejam realizadas para verificar se uma dose suficiente para matar os
microrganismos poderiam ser alcancados dentro da cavidade oral, sem causar
efeitos adversos local ou sistémico.

A eficiéncia do processo extrativo da propolis, variando a concentracdo da
mesma, usando diversos liquidos extratores, foi investigada por Longhini et al.
(2007). Alem disso, examinaram a atividade antifungica in vitro contra 67 leveduras
isoladas de onicomicose, uma infeccdo fangica ungueal. Os resultados obtidos
mostraram que a propolis apresentou atividade antifingica mesmo em

concentragbes muito baixas (0,04mg/mL). Essa atividade foi proporcional & sua



31

concentragdo, sendo que o EEP 30% foi o mais eficiente, inibindo todas as
leveduras e o extrato hidroglicolico 30% foi efetivo apenas quando muito
concentrado. Os autores concluiram que a maior efetividade antifingica esteve
ligada aos extratos que apresentaram maior teor de flavondides totais.

Najafi et al. (2007) pesquisaram a acdo antibacteriana do extrato aquoso e
etandlico de prépolis do Ird. Os resultados mostraram gue 0s extratos apresentaram
a mesma eficacia ao inibir a crescimento de duas bactérias: Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus. Os autores concluiram que a prépolis possui atividade
antibacteriana e que o solvente utilizado (dgua e etanol) ndo afetou tal propriedade.

Os efeitos sobre microrganismos orais e fibroblastos gengivais humanos de 4
solucdes contendo prépolis foram comparadas a enxaguatérios bucais contendo
clorexidina 0,2%, por Ozan et al. (2007). As 4 amostras de prépolis foram
preparadas em varias concentragbes (1,0; 2,5; 5,0 e 10,0%) e em todas, 0s
solventes utilizados foram etanol 70% (25%), propilenoglicol (10%) e agua. Em
relacdo a atividade antimicrobiana, a solucdo de clorexidina foi mais efetiva do que
as solucdes de propolis, porém, dessas, a concentracdo a 10,0% apresentou
melhores resultados. Quanto ao efeito citotéxico nos fibroblastos gengivais,
utilizando teste de difusdo em &gar, a solugdo de prépolis 10,0% mostrou leve
citotoxicidade e a clorexidina moderada. Concluiu-se que a administragcdo de
propolis em concentracdes apropriadas pode ser efetiva em microrganismos orais e
nao citotoxica aos fibroblastos gengivais.

Santos et al. (2008) testaram a eficacia clinica de uma formulacdo de gel
contendo solugdo etanodlica de propolis 10%, solugdo de polisorbato 20 (0,15%) e
propilenoglicol 38% em pacientes diagnosticados com candidose bucal. Participaram
do estudo 30 pacientes, nos quais 50% foram tratados com Daktarin® (gel
miconazol) e 50% receberam a formulagdo com prépolis brasileira. Apds avaliagéo e
classificacdo da severidade das lesdes, todos 0s pacientes receberam as mesmas
instrucdes de higienizacdo e orientacdes sobre a aplicacdo dos produtos (4 vezes
por dia). Concluiu-se que o gel contendo prépolis poderia ser uma escolha topica
alternativa para o tratamento de candidoses, visto que ambos os produtos
demonstraram eficacia, com completa remissdo do edema do palato e eritema apos
1 semana de aplicacdo. Nenhuma irritacéo foi relatada, evitando também resisténcia

dos fungos ao antifingico.
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Parma Neto, em 2008, pesquisou in vitro, a capacidade do extrato de propolis
quanto a inibicdo de bactérias periodontopatogénicas em forma planctdnica e em
biofilmes, além de comparar 3 tipos de propolis (vermelha, verde e resinosa)
oriundas do Estado de Mato Grosso do Sul. As amostras foram testadas frente as
cepas de bactérias anaerdbias facultativas - Staphylococcus aureus, Streptococcus
sanguinis e Escherichia coli, além de cepas clinicas de bactérias
periodontopatogénicas, Aggregatibacter actinomycetencomitans e Porphyromonas
gingivalis. Para o0s ensaios de biofiimes, foram utilizadas culturas mistas
provenientes de bolsas periodontais de pacientes com periodontite severa. A partir
dos resultados, o autor concluiu que a propolis verde foi ativa contra os
periodontopatégenos nas concentracdes de 1,6ug/mL, e contra biofilmes 4,0ug/mL.

Em 2008, a acdo antimicrobiana da propolis frente aos microrganismos
presentes na saliva total e estimulada de humanos, foi pesquisada por Simdes et al.
Avaliou-se, in vitro, a acdo em trés concentracdes (11%, 20% e 30%) do extrato de
propolis e comparou-se aos produtos industrializados Periogard, Listerine,
Malvatricin e Paradontax. Os resultados indicaram que os extratos de prépolis, bem
como os produtos industrializados, inibiram o consumo de glicose pelos patdgenos
bucais, confirmando a acédo antimicrobiana. As diferentes concentracdes testadas
nao revelaram diferencas estatisticamente significante, concluindo que todas

apresentaram a mesma eficacia.

2.3 Atividades anticarcinogénica e antimutagénica

Grunberger et al. (1988) demonstraram a atividade antitumoral do éster fenil
acido cafeico (CAPE), um composto presente na prépolis, ao apresentar atividades
citotoxicas in vitro em diferentes linhagens de células de céancer (carcinoma de
ovario em hamster, sarcoma em camundongo, carcinoma de mama, colon, rim e
melanoma em humanos). Um resultado bastante interessante da pesquisa foi a acao
maior em células modificadas pela oncogénese quando comparadas as células
normais. A exposicado das ceélulas normais a 8ug/mL de CAPE isolado da prépolis,
75% das mesmas permaneceram inafetadas, enquanto que nas células

cancerigenas, a mesma concentracdo do composto provocou 90% de morte celular.
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A propriedade antitumoral de isémeros diterpendides, constituintes quimicos
isolados da propolis brasileira originaria dos estados de Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina, foi investigada por Matsuno et al. (1997). O teste de citotoxicidade desses
compostos em células de carcinoma hepatico e pulmonar humanos obteve como
resultado o retardo no crescimento das células tumorais, sendo que o tempo
necessario para a morte celular foi inversamente proporcional a dose aplicada.

Banskota et al. (1998), ao estudarem a propolis do Brasil, identificaram 23
constituintes quimicos. Suas investigacdes sugeriram que a origem da propolis
brasileira tropical foram principalmente Baccharis ssp., em adicdo a Clusia minor,
Clusia major e Araucaria heterophylla. Todos os compostos isolados foram testados
para avaliar a citotoxicidade em células humanas de fibrossarcoma (HT-1080) e
células de carcinoma de célon (26-L5). Apenas 4 compostos (coniferil aldeido,
betuletol, canferide, ermanin) apresentaram potente citotoxicidade, em valores
menor ou igual a 10pug/mL. As outras substancias apresentaram de leve a moderada
atividade citotoxica, porém, em concentracoes muito elevadas. Segundo os autores,
esses resultados indicaram que a atividade anticancerigena da prépolis brasileira é
atribuida, primariamente, aos compostos fenolicos.

A partir de um extrato metanolico de propolis brasileira, Banskota et al. (2000)
isolaram dois novos compostos quimicos, 0s quais demonstraram ser derivados de
benzofuranos e pesquisaram a citotoxicidade dos mesmos em células de carcinoma
de colon (26-L5) e células de fibrossarcoma humano (HT-1080). Os resultados
demonstraram que 0s compostos apresentaram fraca citotoxicidade nas células
testadas. Os autores também encontraram que 0 extrato metandlico causou agao
citotoxica muito maior quando comparado aos compostos isolados, porém sugeriram
que esses poderiam ter contribuido para a atividade citotoxica do extrato.

Em 2000a, Park et al. coletaram 400 amostras de propolis de Apis mellifera
em todo o territério brasileiro e classificaram-nas em 12 grupos por meio da analise
quimica. Em todos os grupos foram realizados testes para determinar a atividade
citotoxica contra diversas linhagens de células cancerigenas e anti-HIV (virus da
Imunodeficiéncia Humana). Os EEPs inibiram o0 crescimento das células
cancerigenas em uma porcentagem que variou de 14 a 97%. As amostras dos
grupos 1 e 2 (regido Sul) e, 6 e 7 (regido Nordeste) apresentaram alta atividade
sobre as células de carcinoma nasofaringeal (KB); as dos grupos 6 e 7 também

apresentaram elevada atividade sobre os adenocarcinomas ileocecal (HCT-8),
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carcinoma renal (CAKI-1) e adenocarcinoma de mama (MCF-7). Quanto a atividade
anti-HIV, apenas os grupos 1 e 5 (regido Sul) mostraram atividade contra o virus.
Verificou-se, portanto, atividades antitumoral e anti-HIV de algumas amostras de
propolis do Brasil. Segundo os autores, esses resultados demonstraram a
diversidade quimica, que esta diretamente associada a localizacdo geografica e o
tipo de vegetacdo de onde a prépolis foi coletada, influenciando em sua atividade
bioldgica.

O drupanin e baccharin, derivados do acido cinamico, e presentes na propolis,
mostraram atividade inibitéria, in vitro, em linhagens de células de céancer de
estdbmago (HL60), célon (SW480) e leucemia (Akao et al., 2003). O estudo mostrou
que os compostos testados exibiram atividade antitumoral, porém, esta sO foi
possivel ao utilizarem doses maiores que 30uM, e que o efeito foi devido a apoptose
das células tumorais.

Extratos de propolis provenientes de varias regibes de Taiwan foram
estudados por Chen et al. (2004), em relacdo a niveis fendlicos, atividade
antioxidante e efeitos citotoxicos em células de melanoma humano. Os autores
encontraram elevados niveis de conteudo fendlico e elevada atividade antioxidante,
a qual foi maior nos grupos com taxas mais altas de compostos fendlicos. A
atividade citotoxica com vérias concentracdes dos extratos (1,25 a 40ug/mL)
mostrou diminuicdo da viabilidade celular, porém, de maneira dose-dependente. O
tratamento das células do melanoma com propolis induziu mudancas na morfologia
das células provocadas pela apoptose das mesmas. O trabalho demonstrou efeito
antioxidante e anticarcinogénico dose-dependente.

O efeito citotoxico do CAPE e seus derivados, substancias encontradas na
propolis, foram testadas em células cancerigenas orais e células normais por Lee et
al. (2005). No experimento, foram utilizados 14 compostos em células de carcinoma
escamoso de lingua humana (SAS), carcinoma epidermdide de gengiva (OEC-M1) e
fibroblastos orais humanos normais de gengiva (NHOF) em varias concentracdes
(0-200uM). O efeito inibitério foi avaliado pelo teste colorimétrico MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazdlio) e pelo teste de exclusdo do azul de
Trypan. O CAPE e alguns de seus derivados mostraram efeitos citotoxicos em
células SAS e OEC-M1 nas doses acima de 50uM, dose-dependente. As células
normais (NHOF) néo foram afetadas até a dose de 100uM, porém, doses superiores

causaram crescente morte celular. Ambos os testes, apesar de afetar alvos celulares
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diferentes, forneceram resultados similares. Os pesquisadores sugeriram que esses
compostos podem ser Uteis em tratamentos quimioterapicos de cancer bucal.

Orsolic et al. (2005a) pesquisaram o efeito de dois extratos aquosos de
propolis, provenientes da Croacia e do Brasil, e de compostos polifenélicos isolados
das mesmas, no desenvolvimento do tumor ascite de Ehrlich. Doses de 50mg/kg
foram administradas em camundongos e 2 horas apés, o tumor foi induzido por meio
da injecdo intraperitoneal de células tumorais (2 x 10°). Os resultados revelaram que
todos os compostos testados inibiram o crescimento tumoral e proliferacdo das
células, porém, os extratos obtiveram melhores indices do que os compostos
isolados. Em relagdo a resposta imunomodulatoria, observou-se aumento na
quantidade de células polimorfonucleares e diminuicdo das mononucleares
(macréfagos). Apesar do menor numero de macrofagos, os compostos testados
afetaram o estado funcional dos mesmos, aumentando sua atividade tumoricida. Os
autores concluiram o efeito sinérgico dos componentes presentes na propolis em
sua atividade antitumoral, visto que os extratos foram mais efetivos do que os
compostos isolados. Observaram também que a atividade dos macrofagos pode ter
sido a responsavel pelo menor crescimento das células tumorais.

Dois extratos aquosos de propolis, provenientes da Croacia e do Brasil, e dois
compostos fenolicos isolados das mesmas (acido cafeico e CAPE) foram testados, in
vivo e in vitro, na atividade citotéxica em células tumorais (HelLa) (Orsolic et al,
2005b). Para determinar o efeito direto no crescimento do tumor, foram aplicadas
injecbes subcutaneas na perna de camundongos, contendo 10° células tumorais
viaveis e imediatamente apds, foram injetados no mesmo local, os compostos (50 ou
150mg/kg) descritos acima. Os compostos fendlicos inibiram o crescimento tumoral
e aumentaram a sobrevivéncia dos animais tratados, de modo dose-dependente, ou
seja, maiores doses exibiram maior potencial antitumoral, enquanto os extratos
aquosos foram menos efetivos. Os autores concluiram que a atividade antitumoral
dos extratos aquosos nao foi o resultado da citotoxicidade direta nas células
tumorais, enquanto os compostos polifendlicos presentes na propolis afetaram o
crescimento tumoral por meio da inibicdo da sintese de DNA e exerceram efeito
antitumoral direto pelo contato intimo com as células tumorais.

Um microndcleo € um nucleo extra, pequeno, separado de um principal e
gerado durante a divisdo celular, através de cromossomos recentes ou atraves de

fragmentos de cromossomo e, esta associado a eventos precoces de carcinogénese
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(Ozkul et al., 2005). Diante desse fato, os autores investigaram o potencial
anticarcinogénico in vitro da prépolis (concentracbes 0,01; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50;
0,70 e 1,00mL em 6mL de meio de cultura) em linfécitos humanos, por meio da
avaliacdo da taxa de micronucleos e indice mitético em cultura de linfocitos
periféricos, obtidos de pacientes saudaveis. Os resultados demonstraram que o
aumento da concentracdo de propolis aumentou a taxa de micronucleo (a
concentracdo de 1mL foi 3 vezes maior do que o controle) e diminuiu o indice
mitotico. Os autores concluiram que o indice mitético indicou que a propolis € um
agente anticarcinogénico, porém, o teste de micronlicleo mostrou que altas
concentragbes podem torna-la carcinogénica, 0 que sugere que a mesma seja
utilizada com precaucéo em estudos in vivo.

Li et al. (2007) avaliaram o efeito do extrato etandlico de uma propolis
proveniente do Sul do Brasil e uma do Sudeste do Brasil, além do broto da origem
botanica desta ultima, Baccharis dracunculifolia, na proliferacdo de células do cancer
de prostata humana derivadas do tumor primario e proveniente de metastases.
Como resultado obtiveram que as 3 amostras testadas, nas concentracdes de 2,5;
5,0; 10,0; 15,0; e 20,0pg/mL, inibiram o crescimento das linhagens celulares
testadas, porém, a eficacia foi melhor nas células metastaticas. Concluiram que a
propolis da regido Sul apresentou maior inibicdo de crescimento e que todas
apresentaram efeito anticarcinogénico.

Ao realizarem experimentos com o extrato aquoso de propolis, EEP e alguns
compostos polifendlicos (acido cafeico, naringina, crisina, quercetina) isolados da
propolis, Orsolic et al. (2006) concluiram que a propolis e seus constituintes
poderiam ser potenciais candidatos em terapias de tratamento do cancer. Todas as
substancias foram testadas em varias concentracbes (50, 150 e 300upg/mL) em
células de carcinoma transicional de bexiga humana e em células epiteliais normais
do 6rgao. O teste de citotoxicidade in vitro demonstrou um resultado tempo e dose
dependentes, nas células do carcinoma e nenhuma toxicidade foi encontrada nas
células epiteliais, nas concentracfes testadas. Comparando-se a eficacia da
atividade citotoxica, os melhores resultados foram vistos nos carcinomas bem
diferenciados, enquanto que a efetividade nos carcinomas moderadamente e
pobremente diferenciados foi similar. Em relacdo ao agente mais efetivo, o EEP

exibiu melhores resultados, demonstrando a acdo sinérgica dos diferentes
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compostos presentes no extrato, quando comparados aos compostos isolados ou ao
extrato aquoso.

Devido aos poucos estudos relativos ao mecanismo de acao da propolis,
Tavares et al. (2006) estudaram o efeito mutagénico e antimutagénico da mesma em
células de ovéario de hamster chineses. Diversas concentracdes do EEP originaria do
Brasil (12,5; 25,0; 50,0 e 100,0uL/mL), bem como o extrato adicionado a Doxorubicin
(quimioterapico), nas concentracdes de 12,5; 25,0 e 50,0uL/mL e Doxorubicin
isolado, foram testados in vitro em cultura celular, e a frequéncia de aberragbes
cromossOmicas e indices mitodticos foram avaliados. Os resultados demonstraram
que a concentracdo de 100uL/mL do extrato de propolis apresentou efeito
mutagénico nas células, porém, menores concentracbfes promoveram um efeito
protetor contra o dano induzido pelo Doxorubicin. Concluiu-se que altas doses de
extratos de propolis podem ser genotoxicos, e que a mesma deve ser usada com
precaucao. Os autores sugeriram que os flavondides podem ser os componentes da
propolis responsaveis por ambos os efeitos mutagénico e antimutagénico, uma vez
que esses compostos podem agir ou como pro-oxidante ou como removedor de
radicais livres, dependo da concentragao utilizada.

Najafi et al. (2007) pesquisaram o grau de inibicdo ou estimulacdo de um
extrato aquoso de propolis originaria do Iran, em diferentes tipos celulares. O extrato
nas concentracoes de 1 e 2mg/mL inibiram o crescimento de algumas linhagens
celulares testadas: McCoy, HelLa, SP2/0, HEp-2 e BHK21. No caso de células
normais usadas no experimento (linfécitos humanos, células do rim, figado e baco
de ratos) resultaram que as mesmas concentracdes estimularam o crescimento e a
proliferacdo das mesmas, sendo que na concentracdo de 2mg/mL, a viabilidade foi
superior. Concluiu-se que o extrato aquoso de propolis teve a capacidade de agir
como inibidor de crescimento para algumas linhagens celulares cancerigenas e
estimulador de crescimento para células normais. Os autores sugeriram que a
propolis contendo diferentes compostos quimicos, especialmente acidos fendlicos e
flavondides, foram capazes de controlar o crescimento celular e distinguir células
normais de células do cancer.

Quarenta e trés compostos quimicos foram isolados da propolis vermelha
brasileira originaria do estado da Paraiba por Awale et al. (2008). A principal planta
de origem mostrou ser a do género Dalbergia e o0s compostos isolados

demonstraram ser principalmente flavondides. O extrato metandlico da propolis
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avaliada mostrou 100% de atividade citotdxica contra linhagem de células de cancer
pancreatica humana (PANC-1) na concentragdo de 10pug/mL. A analise das células
mortas mostrou mudancas morfolégicas do tipo necrdticas, porém, nao causou
fragmentacao do DNA.

Diaz-Carballo et al. (2008) isolaram um flavonéide presente na propolis
originaria do Caribe, denominado mucronulatol, que também é encontrado em uma
ampla variedade de espécies de plantas. O estudo demonstrou que o composto
isolado exerceu citotoxicidade em varias linhagens de células cancerigenas
humanas (LAN-1- neuroblastoma; MCF-7- adenocarcinoma de mama e HCT8 —
adenocarcinoma de cdlon) resistentes a quimioterapia. Os autores concluiram que o
mecanismo de acdo envolveu interferéncia da substancia no controle da progressao
do ciclo celular.

Diversos ensaios, in vivo e in vitro, foram realizados por Inoue et al. (2008),
com o objetivo de observar o efeito antitumoral de um extrato aquoso de propolis em
células de sarcoma (S-180). Nos testes in vitro, varias concentragbes do extrato
foram testadas (0,5 a 128,0ug/mL) encontrando efeito inibitdrio na sintese do DNA
dose-dependente, sendo que a menor concentracdo eficaz foi 1,0ug/mL e na
concentracdo de 50,0pg/mL, houve 90% de inibicdo. Nos experimentos in vivo, 0s
autores, apoés realizarem transplantes de células tumorais em camundongos e
administracdo oral do extrato nas concentracbes 320mg/kg e 960mg/kg, obtiveram
como resultado, retardo no crescimento tumoral de maneira dose-dependente. O
exame histolégico revelou reducdo da atividade mitotica das células e supresséo da
infiltragéo no tecido muscular.

Li et al. (2008) avaliaram a atividade citotoxica in vitro de 42 compostos
quimicos (39 flavondides e 3 lignanas), isolados da propolis vermelha coletada no
estado de Paraiba (Brasil), contra 6 diferentes linhagens celulares de cancer
(humana- A549, HelLa, T-1080; animais - 26-L5, B16-BL6, HT-1080). Os resultados
mostraram que todos os constituintes testados exibiram diferentes potenciais de
atividade citotéxica, porém, o 7-hidroxi-metoxiflavanone mostrou a maior atividade
contra todas as linhagens testadas. Concluiram que a citotoxicidade dos compostos
avaliados exerceu atividade de modo dose-dependente, embora esse efeito tenha
variado entre os tipos celulares. Sugeriram que o 7-hidroxi-metoxiflavanone e
mucronulatol sdo bons candidatos para o desenvolvimento de futuras drogas

anticancer.
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O efeito mutagénico da prépolis verde brasileira foi constatado por Pereira et
al. (2008). Testes de genotoxicidade in vivo foram realizados, e o potencial
mutagénico em células periféricas do sangue de camundongo, por meio da
administracdo de dose uUnica de 0,5mL do extrato aquoso nas concentracfes de
1000, 1500 e 2000mg/kg foram avaliados. Os resultados evidenciaram que, nas
concentragdes pesquisadas, a propolis causou dano ao DNA das células do sangue
(leucdcitos, eritrocitos) analisadas.

Bufalo et al. (2009) investigaram a acdo citotdxica, in vitro, do extrato
etandlico de prépolis verde brasileira em células de carcinoma epiderméide laringeo
humano (Hep-2). Foram testadas varias concentra¢des do extrato (5, 10, 25, 50 e
100pg/poco da cultura celular) e somente o veiculo (etanol) nas mesmas
concentra¢gfes que eles estavam presentes nos extratos testados. A observagcédo da
viabilidade celular e morfologia foi realizada apds 6, 24, 48 e 72 horas da aplicagédo
dos produtos. Os resultados indicaram que a prépolis exibiu efeito citotoxico de
modo tempo e dose dependente, ou seja, altas concentracdes mostraram acao em
curto tempo, enquanto que concentracdes menores foram efetivas com o passar do
tempo. O veiculo alcodlico ndo alterou nem a morfologia, nem a quantidade de
células viaveis, sugerindo que a citotoxicidade foi exclusivamente devido aos

compostos quimicos presentes na propolis.

2.4 Atividades antiinflamatéria e cicatrizante

Azevedo et al. (1986) testaram 0 uso da propolis, na concentracdo de 3%, no
tratamento de escaras de decubito. O estudo verificou vantagens significativas na
evolugcédo da lesdo com o tratamento, observando maior rapidez na regeneracdo da
area da ferida, principalmente ao considerar o baixo custo do produto em relacéo
aos medicamentos habitualmente utilizados, apresentando uma alternativa viavel
para o tratamento dessas ulceracgdes.

Um produto contendo propolis 50%, propilenoglicol, coléide flexivel e alcool
95° foi elaborado por Silveira et al. (1988) e testado em 20 pacientes que
apresentavam gengivite cronica, e 20 portadores de ulceras aftosas recorrentes

inespecificas. Nos casos de gengivite, o produto foi aplicado 3 vezes por semana,
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em dias alternados, durante 1 més, resultando em uma recuperacdo mais rapida e
melhor dos tecidos gengivais, quando comparado ao grupo controle (aplicacéo de
alcool etilico 95°), com 70% de cura clinica. Nas Ulceras aftosas com evolucéo de 24
a 48 horas, a medicacéo foi aplicada topicamente, permanecendo de 2 a 3 minutos
sobre as mesmas em campo seco. Os pacientes retornaram apos 24 horas,
apresentando diminui¢cdo da dor, com avancada recuperacao, sendo que em poucos
casos, foi necessaria uma segunda aplicacdo. As lesdes do grupo controle
demoraram de 4 a 6 dias para desaparecer os sintomas. Os autores puderam
comprovar os efeitos antimicrobianos, cicatrizantes, anestésico e de aumento da
resposta imune local com aplicagcédo da formulagéo elaborada.

Magro Filho e Perri de Carvalho (1990) examinaram, histologicamente, os
efeitos da propolis na cicatrizacdo de alvéolos ap0s extracdo dentaria e em feridas
de pele (uso local), em 45 ratos. Para o experimento, utlizaram solucao
hidroalcodlica de propolis a 10% e solugéo hidroalcodlica pura, aplicadas no alvéolo,
imediatamente ap0s a extracdo, e sobre a ferida, diariamente, até o periodo de
sacrificio dos animais (3, 6, 9, 15 e 21 dias de tratamento). O estudo demonstrou
que a solucdo de propolis acelerou a epitelizagdo das feridas cutaneas, porém, nao
provocou nenhuma alteracdo marcante no alvéolo, embora uma influéncia favoravel
tenha sido notada durante o periodo pds-operatorio inicial. Os grupos tratados com a
solucéo hidroalcodlica apresentaram um atraso em ambas feridas testadas.

Com o objetivo de avaliar as propriedades cicatrizantes da propolis, Mendoza
et al. (1991) testaram um creme contendo essa resina a 2% em Ulceras vasculares
de membros inferiores. Para o estudo, 30 pacientes que apresentavam lesdes com
duracdo média de 1,5 anos, foram submetidos a aplicacdo do produto por até 8
semanas. Em 36% dos casos, as Ulceras cicatrizaram em 6 semanas e 60%
demoraram 8 semanas para atingir esse resultado. Na andlise do tamanho, as
lesBes foram classificadas em varicosas (30%) e pdés-flebiticas (70%), tendo como
resultado 100% de reducéo das primeiras e 60% nas segundas. Os microrganismos
presentes nas lesfes foram detectados como sendo estafilococos, proteus e
pseudomonas. ApoOs o tratamento, apenas em 2 casos as Ulceras se mantiveram
assépticas. Os autores concluiram que a prépolis apresentou excelente atividade
cicatrizante, porém, ndo demonstrou boas propriedades antimicrobianas, a qual

poderia estar associada a baixa concentracao utilizada.
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A efetividade antibidtica, antiinflamatéria, cicatrizante e de aumento da
resposta imune local da propolis foi constatada por Quintana Diaz (1992), ao utiliza-
la no tratamento de alveolites apos extracdo dentaria. Para o experimento, 2 grupos
de 20 pacientes com a afeccdo foram selecionados, no qual um grupo utilizou
propolina 8% e no outro (controle), foi aplicado Alvogyl, que representa um produto
frequentemente utilizado em Cuba. Os resultados foram similares em ambos os
grupos, em gue a maioria obteve cura nas primeiras 72 horas de tratamento. Porém,
0s autores concluiram que a propolina mostrou efetividade ligeiramente superior,
visto que apenas 2 pacientes demoraram mais de 72 horas para a cura, enquanto
gue no controle, 4 pacientes apresentaram a mesma situacao.

Silveira et al. (1992) realizaram um estudo com o objetivo de conhecer a
efetividade de uma solucéo hidroalcodlica de prépolis cubana 1,5%, em gengivites
cronicas. Um grupo de 20 estudantes de 16 anos de idade foram selecionadas e
separadas em 2 grupos. O grupo A realizou bochechos noturnos com solugéo de
propolis, 1 vez/dia durante 3 minutos, por 15 dias consecutivos, e 0 grupo B realizou
0 mesmo procedimento com a solugéo placebo. Antes do tratamento, 70% do grupo
A apresentava gengivite moderada e 30% grave, enquanto no grupo B, 10%
apresentava gengivite leve, 70% moderada e 20% grave. Ap6s o tratamento, a
gengivite crbnica regressou quase a normalidade no grupo tratado com propolis
(80%), porém, 80% das estudantes do grupo placebo permaneceram com gengivite
moderada (50%) e grave (30%). Os autores concluiram a efetividade da solucéo de
propolis na cura e prevencdo da gengivite cronica e sua importancia na manutencao
da saude periodontal.

Com o intuito de avaliar a efetividade de uma tintura de propolis 10% em
alcool 70° e comparar aos efeitos produzidos pelo medicamento Periodontone
(Franca) que possui propriedades antiinflamatéria, antibidtica e bacteriostatica,
Cabarrocas e GOmez (1994) realizaram uma pesquisa com 60 pacientes portadores
de Ulceras aftosas recorrentes. Um total de 80 Ulceras foram tratadas com prépolis e
76 com Periodontone, os quais foram aplicados nas lesfes e deixadas secar sobre
as mesmas durante 3 a 4 minutos. A avaliacdo da dor e da epitelizacdo clinica foi
realizada todos os dias durante 1 semana, e as aplicagbes foram repetidas
diariamente, segundo a evolucdo das Uulceras. Os resultados foram muito
satisfatorios no grupo da propolis, visto que a dor cessou na quase totalidade das
lesbes apOs 24 horas (92,5%) e 48 horas (98,7%), e ao 3° dia mais de 90% das
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feridas haviam epitelizado (auséncia de tecido conjuntivo exposto). Os resultados
obtidos pelo Periodontone foram significativamente inferiores (p < 0,01) aos obtidos
pela propolis. Neste estudo, comprovou-se a eficacia da propolis no tratamento de
Glceras na mucosa bucal.

Magro Filho e Perri de Carvalho (1994) analisaram os efeitos tépicos de uma
solucéo hidroalcodlica de propolis no reparo de feridas cirdrgicas, apos realizacdo de
sulcoplastias pela técnica de Kazanjian. O estudo foi realizado com 3 grupos de
nove pacientes, no qual o grupo Cl néo recebeu tratamento, o C2 utilizou
enxaguatorio bucal contendo apenas solucdo hidroalcodlica 5% e o grupo T realizou
bochechos contendo a solugéo hidralcodlica de prépolis 5%. Os experimentos foram
realizados 5 vezes/dia durante 1 semana. A avaliagao clinica e citoldgica apés a
cirurgia foi executada nos dias 7, 14, 30 e 45. Os autores verificaram que o0s
enxaguatorios bucais contendo prépolis auxiliaram no reparo das feridas cirargicas,
e promoveram um efeito antiinflamatério e analgésico. A epitelizacdo das feridas
cirargicas foi verificada pela citologia esfoliativa.

Os efeitos hemostatico, antiinflamatoério, cicatrizante, anestésico e de
aumento da resposta imune local foram confirmados por Quintana Diaz (1996), ao
realizar experimentos in vivo, cuja metodologia baseava-se na aplicacdo de duas
solucdes de propolis (1 em veiculo alcodlico — “propolina”, e 1 em propilenoglicol —
“propodal”) em tratamentos cirdrgicos (apicectomia, extracées mudltiplas, dentes
retidos, epulide fissurada, alveoloplastias e extracbes simples) e no tratamento de
Ulceras bucais. Os autores observaram que irrigagdes com solucdes de prépolis
ocasionaram diminuicdo do sangramento no trans-operatorio, reducdo do edema e
da dor e melhor cicatrizacdo no poés-operatorio, quando comparados ao grupo
controle que ndo recebeu nenhum tratamento. Com relacdo as Uulceras, foram
realizadas aplicacdes topicas, onde foram observados em 100% dos casos,
diminuicdo dos sintomas dolorosos 24 e 48 horas apo0s a primeira aplicacdo. Os
resultados foram excelentes se comparados ao grupo controle tratado com balsamo
de Shostakovski, no qual a dor comecou a ceder depois de 4 a 6 dias de aplicacéo
do produto.

Dez pacientes que apresentavam feridas faciais (6 provenientes de brigas ou
acidentes de transito, 3 exérese de carcinoma basocelular e 1 otoplastia) com
secrecOes, eritema e exame microbiologico apresentando microrganismos Gram-

positivo (90%) e Gram-negativo (10%), foram submetidos a um tratamento com
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extrato alcoolico de propolis 5% (QUINTANA DIAZ et al., 1997). O tratamento foi por
meio de aplicacOes tdpicas diarias do extrato, sem prescricdo de antibioticoterapia
oral ou parenteral. Apos 7 dias de tratamento, 90% dos pacientes haviam se curado
das feridas, enquanto que o paciente infectado por microrganismos Gram-negativos
demorou 13 dias para atingir a cura total. Os pesquisadores comprovaram o efeito
antibacteriano e cicatrizante no tratamento de feridas sépticas faciais.

Silva et al. (2000) realizaram um estudo histolégico do efeito da acdo da
propolis na lamina prépria da mucosa bucal de ratos. Foram induzidas lesdes com
exposicdo do tecido conjuntivo na mucosa bucal, realizadas com o auxilio de uma
broca esférica e tratamentos diarios de 6 em 6 horas foram executados utilizando
solucéo alcodlica de propolis 10 e 30% e solucéo alcodlica 96° (controle) durante 3,
5, 10 e 14 dias. Os resultados mostraram que a solucéo de propolis 10% apresentou
uma resposta mais eficiente do que a de 30%, visto que aos cinco dias de
tratamento com a solucdo a 10%, as células epiteliais eram nucleadas e bem
organizadas, apresentando estratificacdo celular, enquanto a solucdo a 30%
retardou o reparo tecidual, promovendo alteracées na velocidade de cicatrizacdo da
ferida. Os autores concluiram que a préopolis, em dosagens corretas, ndo provocou
reacdo inflamatoria e induziu a formacgéao epitelial, bem como neoformagéo vascular
e fibroblastica do tecido conjuntivo subjacente. Estaria, entdo, indicada para o
tratamento e reparacao das feridas abertas por segunda intencdo em mucosa bucal.

Em 2001, um caso de ulcera eosinofilica em uma crianca de 13 meses de
idade tratada com proépolis foi relatado por Kiderman et al. Duas lesfes ulceradas
localizadas na mucosa palatina, em cada lado da rafe palatina mediana,
permaneceram inalteradas (tamanho e aparéncia) durante 4 meses, apesar de
varias tentativas de tratamento. Diante desse quadro, a aplicacdo local de um
unguento, cuja formulacdo apresentava 1 parte de prépolis para 2 partes de lanolina,
foi prescrita por um médico. Foram feitas aplica¢des topicas durante dez dias, onde
observou-se diminuicdo do tamanho e da profundidade das lesdes, com
desaparecimento completo em vinte dias. Nao foi constatado recorréncia em 20
meses de acompanhamento. Os autores concluiram que a propolis foi eficaz na cura
desse tipo de ulcera de etiologia desconhecida.

Quintana Diaz et al. (2003) elaboraram um creme contendo prépolis (5%
propolis, 80% vaselina e 15% lanolina) e aplicaram em 414 pacientes apresentando

diversas feridas, entre as quais 76,3% corresponderam a feridas cirargicas, 13,1%
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fraturas nasais, 6,2% Ulceras bucais e 4,4% queilite actinica nos labios. Os
pacientes foram tratados durante 3 dias (24, 48 e 72 horas) e avaliados apds 7 e 15
dias de aplicado o produto. Apos 1 semana, nos casos de Ulceras bucais e queilite
actinica, houve cicatrizacdo completa das lesbes e a maioria cedeu a dor nas
primeiras 72 horas. Os autores encontraram excelente resultado em 100% dos
casos, constatando melhora na cicatrizagao e diminuicdo na dor. N&o foi constatada
nenhuma reacéo adversa.

A influéncia do mel e da propolis, na cicatrizacdo por segunda intencao de
feridas induzidas cirurgicamente, foram avaliadas por Rahal et al. (2003). Apos
execucao das lesdes (incluia pele, tecido subcutaneo e muasculo tronco-cutaneo) na
regido toracica lateral esquerda de 60 ratos, os mesmos foram submetidos a
aplicacoes topicas diarias de mel (1/3 animais), propolis — Propaste, Apifarma (1/3
animais) e solucdo fisiolégica 0,9% - controle. As feridas foram avaliadas
histologicamente e mensuradas com paquimetro nos dias 3, 7, 14 e 21. Os
resultados demonstraram que os tratamentos com mel ou propolis proporcionaram
uma resposta inflamatéria de menor intensidade ao longo do tempo, quando
comparados ao controle, porém, a propolis levou a uma reepitelizacdo mais precoce.
As medidas das &reas das feridas nao diferiram estatisticamente entre os grupos. Os
autores concluiram que os tratamentos com mel e propolis conduziram a uma
melhor cicatrizacéo pela reducéo da resposta inflamatoria.

Grégio et al. (2005) avaliaram histologicamente a acao cicatrizante do EEP
30% sobre Ulceras induzidas em mucosa oral de ratos. Os autores, apos
constatacao clinica da formacédo da lesédo ulcerada, trataram a mesma por meio de
aplicacoes topicas diarias e a analise histopatologica foi realizada apos 2, 7, 14, 21 e
42 dias de tratamento. Foi evidenciado diminuicdo do tempo de epitelizacdo da
Ulcera e qualidade e quantidade de células presentes no infiltrado inflamatoério de
tecido conjuntivo quando comparado ao grupo controle, que foi submetido a
aplicacao tépica de soro fisiologico. Os resultados permitiram concluir que a propolis
exerceu uma aceleracédo dos fendbmenos relacionados a cicatrizacdo, o qual poderia
favorecer o processo de reparo de lesdes ulceradas utilizando formulagcées que
contenham a prépolis como principio ativo.

Com o objetivo de avaliar o efeito terapéutico da prépolis em Ulceras aftosas
recorrentes (UAR) tipo minor, Lotufo et al. (2005) realizaram um estudo longitudinal

com 40 pacientes saudaveis que apresentavam histéria de UAR e que ja haviam se
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submetidos a terapias severas anteriormente, porém, sem resultados satisfatorios.
Os pacientes foram divididos em 2 grupos: o primeiro incluindo 10 pessoas (25%)
com aparecimento das ulceras em um intervalo entre 7 e 21 dias, e o segundo (75%)
com recorréncia entre 30 e 90 dias. Os pacientes relataram média de 1 a 6 lesdes
por recorréncia, com duragdo variavel de 7 a 21 dias. Assim, foram medicados
topicamente com solugdo de préopolis 5% em propilenoglicol (20% etanol, 5%
propilenoglicol e agua deionizada), 3 vezes ao dia, durante o aparecimento e
episodios de recorréncia durante 1 ano. Constataram reducdo no numero das
lesbes, duracdo e frequéncia de recorréncia. Os autores concluiram que esse
medicamento natural, barato e inécuo (visto que ndo provocou efeitos colaterais) se
mostrou benéfico no tratamento das UARSs.

Em 2005, Sabir et al. investigaram a resposta da polpa dental de ratos ap6s
capeamento pulpar direto com extratos de prépolis originaria da Indonésia. Foram
utilizados 3 grupos de nove ratos, nos quais foram preparados cavidades classe | no
primeiro molar do lado direito e exposi¢ao das respectivas polpas. No grupo controle
(1) foi realizado capeamento com éxido de zinco, e nos outros 2 grupos foi aplicado
a prépolis. O EEP foi purificado, isolando propolis com flavondides (grupo 2) e sem
flavonoides (grupo 3). Os resultados da andlise histologica mostraram que o
capeamento do grupo 2 inibiu a resposta inflamatéria da polpa dental na primeira
semana, porém, na segunda e quarta semana, foi detectada moderada inflamacéo
em 22,2% das polpas. Nesse mesmo grupo, foi observado formacédo parcial de
ponte dentinaria na quarta semana. Os grupos 1 e 3 apresentaram respostas
inflamatoérias em todas as 4 semanas analisadas. Os autores concluiram que 0s
flavondides contidos na prépolis podem diminuir a resposta inflamatéria da polpa e
estimular a dentinogénese reparativa.

Com o propdésito de avaliarem o potencial da ingestédo diaria de capsulas de
500mg de prépolis na reducdo do numero de recorréncias de UARs, Samet et al.
(2007) promoveram um estudo piloto randomizado, duplo-cego, placebo-controlado
em 19 pacientes, por um periodo de 6 a 13 meses. Concluiram que no grupo da
propolis, 60% dos pacientes apresentaram mais de 50% de redugdo na frequéncia
de recorréncia, enquanto que no grupo placebo, apenas 11% demonstrou 0 mesmo.

Barros et al. (2007) avaliaram a atividade antitlcera do extrato hidroetanodlico
da propolis verde oriunda da regido Sudeste do Brasil. Para a pesquisa, grupos de

ratos foram divididos e submetidos & administracdo oral com doses de 50, 250 e
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500mg/kg do extrato da prépolis, omeprazol (30mg/kg) ou cimetidina (100mg/kg) e
solugdo controle. Ulceras gastricas agudas foram induzidas por etanol,
antiinflamatorio nédo esteroidal (Indometacin) e por estresse. Os resultados
mostraram que houve reducdo significativa (p < 0,05) das lesdes induzidas por
etanol em todas as concentracdes do extrato quando comparado ao controle, porém,
nas ulceras induzidas por Indometacin, altas doses do extrato (500mg/kg) foram
necessarias para obter esse efeito. Nas Ulceras por estresse, em doses acima de
250mg/kg, houve significativa reducéo das lesdes. Concluiu-se que a propolis verde,
na concentracdo acima de 250mg/kg, apresentou boa atividade antillcera,
contribuindo para sua validagéo farmacoldgica.

Em 2007, a atividade antitlcera da principal origem botanica da propolis
verde, a Bacharis dracunculifolia foi pesquisada por Lemos et al. Os pesquisadores,
apos administracdo oral em ratos do extrato nas doses de 50, 250 e 500mg/kg
(grupos 3, 4 e 5) e dois medicamentos - omeprazol 30mg/kg ou cimetidina
100mg/kg (grupo 2), induziram 3 tipos de Ulceras gastricas utilizando etanol 99,5%,
antiinflamatorio ndo esteroidal (Indometacin) e por estresse. Como resultado,
obtiveram que todas as concentracdes do extrato causaram diminuicao significativa
(p < 0,05) na éarea total e porcentagem da lesdo em todos os 3 tipos de Ulceras
induzidas, quando comparadas ao controle (grupo 1), principalmente nas lesdes
induzidas por etanol . A pesquisa também demonstrou diminuicdo significativa no
volume do suco gastrico e na acidez do mesmo. Concluiram que o extrato estudado
mostrou atividade gastroprotetora dose-dependente, o qual pode ser atribuido aos
compostos quimicos presentes, sugerindo seu uso em preparacdes fitoterapicas
para o tratamento de Ulceras gastricas.

Levya e Mesa (2007) realizaram um estudo em 226 pacientes com o intuito de
avaliar a efetividade da tintura de prépolis a 5% no tratamento de UARs. As lesdes
foram observadas ap0s 24, 48 e 72 horas e ap6s 5 e 7 dias de tratamento. Os
resultados mostraram que apés 48 horas, 78,8% dos pacientes tratados com
propolis apresentaram desaparecimento total da dor e sinal de diminuicdo do
tamanho da lesdo; e apds 72 horas, 83,7% tiveram alta do tratamento. Concluiram
que a aplicacao da propolis em UAR foi um método réapido, de baixo custo e de facil
execucdo com resultados altamente satisfatorios, independentemente da idade e

género.
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A evolugdo de 22 ulceras crbnicas de diferentes etiologias foi avaliada por
Santos et al. (2007) apds terapéutica tdpica diaria com propolis. Observaram que
durante o tratamento, os pacientes referiram melhora da dor e do calor local,
diminuicdo do odor, do inchaco, da secrecdo e da coceira. A propolis promoveu
nessas lesdes uma acao bactericida e bacteriostética, confirmada pela manutencao
do leito da ferida em condi¢cfes Gtimas para a cicatrizagdo, sendo que essa ocorreu
em um tempo médio de 13 semanas.

ApOs analise prévia da propolis verde oriunda da regido Sudeste do Brasil,
Barros et al. (2008) encontraram como compostos quimicos principais, 0s acidos
fendlicos, tais como: acidos cafeico, ferulico, para-cumarico e cinamico. No intuito de
pesquisar as propriedades antiulcerogénicas dos mesmos, Ulceras gastricas foram
induzidas em animais utilizando drogas antiinflamatérias n&o-esteroidais, etanol e
por estresse. Foram utilizados para o tratamento, doses de 50 a 250mg/mL dos
compostos, nos quais observaram significante (p < 0,05) diminuicdo das lesdes e
porcentagem das mesmas quando comparada ao controle negativo. Concluiram que
os acidos fenolicos estudados possuiram atividade gastroprotetora, como foi
evidenciado por sua inibicdo ao desenvolvimento de Ulceras induzidas por agentes
fisicos e quimicos. Os autores também realizaram teste de toxicidade aguda oral, em
que obtiveram que a dose toxica foi maior que 2000mg/kg.

McLennan et al. (2008) investigaram o efeito de uma aplicacdo Unica de
propolis na cura de ferimentos induzidos em animais diabéticos e ndo diabéticos
(controle), comparados a ferimentos tratados com solucdo fosfato-salina nos
mesmos animais. Os autores induziram diabetes em ratos e ap0s seis semanas
criaram as lesdes na pele dos mesmos. O tratamento com a propolis aumentou a
taxa de fechamento da ferida nos animais diabéticos, porém, ndo mostrou efeitos
adicionais nos animais controle. Esses resultados macroscopicos foram confirmados
pela avaliagdo histolégica, na qual foi notada reepitelizacdo dos bordos da ferida. Os
efeitos da propolis sugeriram que algumas dificuldades de cicatrizacdo presentes em
ferimentos nos diabéticos foram atenuados pela propolis. Os autores analisaram o
contedado de células presentes no tecido da ferida, mostrando normalizagdo na

quantidade de neutrdfilos e macrofagos com a aplicacdo da propolis.
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2.5 Efeitos téxicos e alergias

Camps et al., em 2001, avaliaram em coelhos, a irritabilidade dérmica,
oftalmica e o efeito sensibilizante de um creme elaborado a partir da prépolis. O
produto a 15%, aplicado na pele durante 4 dias, mostrou ser nao irritante. O creme a
10 e 15% nas estruturas oculares demonstrou ser moderadamente irritante. Nenhum
animal (total de 30) demonstrou sensibilizacdo ao contato do produto a 2% com a
pele. Os autores concluiram que esse produto cumpriu 0s requisitos indispensaveis
para a sua aceitacao a partir de estudos em animais.

Com o objetivo de obter informacdes sobre a toxicidade oral de uma tintura de
prépolis em ratos, de ambos 0s sexos, Pérez Capote et al. (2003) administraram,
com uma sonda intragastrica, um volume de prépolis correspondente a dose de
2g/kg do extrato. Os animais foram observados durante 14 dias, analisando o peso
corporal, presenca de sinais toxicos (dispnéia, salivacdo, temperatura corporal,
tremores, etc) e observacdo macroscopica de 6rgaos (coracgao, rins, pulmao, figado).
Os resultados ndo mostraram alteracdo em nenhum dos animais. A avaliacdo da
irritabilidade dérmica, apds aplicacdo de 0,5mL do EEP sobre a pele intacta de
coelhos, apresentou indice de irritacado primario igual a zero. Concluiu-se que a dose
administrada nao foi toxica e o produto néo foi irritante para a pele dos animais.

Os efeitos da propolis e do hidroxido de célcio nos fibroblastos da polpa
dental e ligamento periodontal foram analisados por Al-Shaher et al. (2004), visando
testar a citotoxicidade desses materiais, para futuro uso da prépolis como medicagéo
intracanal. A analise da viabilidade das células foi realizada pela técnica de
manchamento violeta-cristal, seguido da analise em espectofotbmetro. A exposicao
das células da polpa e ligamento periodontal as varias concentracdes de propolis
(0-20mg/mL) e hidroxido de calcio (0-250mg/mL), mostrou minima toxicidade da
propolis em células do ligamento periodontal e fibroblastos da polpa em
concentracfes iguais ou menores que 4mg/mL (viabilidade de mais de 75% das
células), enquanto que concentragbes semelhantes de hidroxido de calcio, foram
extremamente toxicas (somente 25% dos fibroblastos permaneceram viaveis).
Desse modo, concluiram que a propolis, por suas propriedades antimicrobianas e
habilidade para aumentar a resposta imune, poderia ser uma substituta viavel como

medicacéo intracanal devido a sua menor citotoxicidade.
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Elgezua et al. (2004) relataram um caso de dermatite alérgica de contato por
propolis, em uma mulher de 21 anos. A paciente referiu tratar com um creme
composto por tomilho, prépolis e propilenoglicol, um eczema em ambas as
bochechas. ApoOs dois dias de aplicacdo tépica, uma erupcdo pruriginosa (lesbes
eritemato-descamativas) surgiu apenas na éarea de contato de aplicacdo. Foi
realizado tratamento com antibi6ticos e corticosteréides tépicos, e em poucos dias,
foi constatada resolucdo completa do quadro. Foram realizados testes epicutaneos
com propilenoglicol 2% aquoso e propolis 10% em vaselina. Os resultados deram
forte positividade as 48 e 96 horas aos produtos com propolis, concluindo o
diagndstico de dermatite por contato a propolis.

Em 2004, 2 casos de alergias de contato a propolis, comprovados por meio
de testes especificos, foram relatados por Fernandez et al. No primeiro caso, foi
prescrito solucdo de propolis 25% para o tratamento de uma ulceracdo oral
recorrente em uma paciente de 64 anos de idade. Apdés 2 dias de iniciado o
bochecho, 2 vezes ao dia, foi evidenciado edema labial progressivo, dor, inchaco,
disfonia e dispnéia. Em outra paciente de 65 anos, foram prescritas pastilhas de
prépolis como um suplemento nutricional e estimulante do sistema imune. Os
sinais/sintomas foram dor e inchago na lingua com progressiva disfonéia, 8 horas
depois do uso da primeira pastilha. Para ambos os casos, o tratamento realizado foi
administracdo de costicosterdide e anti-histaminico e o desaparecimento dos
sintomas foi observado em 3 dias.

Durante oito anos, Giusti et al. (2004) investigaram a frequéncia de
sensibilidade de contato a propolis em 1255 criancas (7 meses a 12 anos de idade)
com suspeita de alergia de contato. Os testes de alergia incluiram 30 alérgenos,
incluindo propolis 20%. Os resultados demonstraram 5,9% de reposta positiva a
prépolis, com frequiéncia significantemente maior em meninos. A dermatite estava
localizada principalmente na face, maos e membros. Um aumento linear significante
na frequéncia, com o passar dos anos, foi notada (por exemplo: 1995 — 2%; 2002 —
13,7%), refletindo o aumento no uso de produtos naturais em criancas. Os autores
sugeriram que a prépolis ndo deveria ser usada em produtos tépicos em criancas
devido a alta taxa de sensibilidade em idade pediatrica.

Silva et al. (2004) pesquisaram o potencial irritativo da propolis 10%, Casearia
sylvestris, Otosporin e soro fisiolégico (controle) para avaliar a biocompatibilidade

desses produtos. Animais receberam injecdo do corante azul de Evans 2%, por via
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intravenosa, na veia caudal, e em 4 pontos pré-determinados foram injetados
intradermicamente 0,1mL das substancias testes. As andlises dos resultados
mostraram que a propolis apresentou o menor valor de exsudato inflamatorio agudo,
ou seja, de todas as substancias testadas, foi a que apresentou o0 menor potencial
irritativo, podendo representar uma alternativa como medicagao intracanal em
tratamentos endoddnticos. O Otosporin, que € um agente antiinflamatorio esteroidal,
que inibe a fosfolipase A2, foi 0 menos efetivo dentre as substancias.

A funcdo neuroprotetora da propolis verde brasileira foi comprovada por
Shimazawa et al. (2005) ao realizarem experimentos in vitro e in vivo. In vitro, o
extrato aquoso e etandlico de propolis em véarias concentragdes (4 a 40ug/mL) inibiu
a neurotoxicidade em células (PC 12) diferenciadas neuronalmente, pela exposi¢cao
a peréxido de hidrogénio, por 24 horas ou privacdo de soro por 48 horas. No teste in
vivo, a administracdo intraperitoneal do extrato aquoso de propolis (30 ou
100mg/kg), em camundongos, em 4 momentos (48, 24 e 1 hora antes e 4 horas
depois da inducado de isquemia cerebral pela oclusdo da artéria central do cérebro),
reduziu a area de infartamento cerebral. Os autores sugeriram que 0s resultados
encontrados foram devidos, pelo menos parcialmente, as propriedades antioxidantes
da prépolis.

Um caso de dermatite de contato tardia foi relatado por Brailo et al. (2006),
em uma paciente de 20 anos, devido ao uso topico de uma solugdo contendo
propolis 50% (Stomadhesive®, ConvaTec Ltd) utilizada para o tratamento de UAR. A
reacdo alérgica foi comprovada por meio de testes. As lesbes manifestaram-se 10
dias apds o uso da solucdo, apresentando erosdes irregulares parcialmente cobertas
por pseudomembrana nos labios e mucosa oral, sem sintomatologia sistémica. Os
autores enfatizaram o potencial antigénico da prépolis e sugeriram que a mesma
deveria ser usada cuidadosamente como agente tOpico para o tratamento de
doencas orais.

Funari et al. (2007) avaliaram a atividade biolégica da prépolis originaria do
Sudeste do Brasil em fibroblastos NIH-3T3 de camundongo, por serem células
diretamente envolvidas no processo de cicatrizagdo. Ao estudar a origem da
propolis, os autores demonstraram ser a Baccharis dracunculifolia DC (popularmente
conhecida como alecrim-do-campo ou vassourinha) sua principal fonte botéanica.
Quanto a citotoxicidade in vitro, diversas concentracdes foram analisadas,

encontrando que 0,12 a 15,6pg/mL de prépolis ndo resultaram em morte celular
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significativa, porém, concentracdes superiores a 31,3ug/mL apresentaram elevada
citotoxicidade. Os autores ressaltaram que na concentracdo de 125ug/mL apenas
2% das células permaneceram viaveis, e as respectivas solu¢cdes controles néo
foram toxicas. Concluiu-se que a propolis estudada exerceu um efeito toxico em

fibroblastos de camundongos, diretamente influenciada pela concentragao testada.

2.6 Cultura Celular

A cultura de células de tecidos de animais iniciou-se no século passado, com
o trabalho do zodlogo americano Harrison (1907), ao demonstrar que fragmentos de
tecido podiam ser mantidos in vitro, empregando culturas de medula espinhal
embrionaria de anfibios. Foi possivel observar o crescimento dos axdnios de
neuroblastos, e estabelecer que esses se formavam por expansao, a partir do corpo
neuronal e ndo por fusdo de uma cadeia de células. As observacdes do pesquisador
resolveram uma das controvérsias em neurobiologia, ao demonstrar que as fibras
nervosas efetivamente emergiam das células nervosas do tubo medular
(HARRISON, 1907)

De acordo com Freshney (1990), o sistema biolégico mais utilizado para
testes de toxicidade in vitro € a cultura celular, que constitui valioso instrumento para
observar a reacgdo celular em relagdo a diversos materiais. O principal objetivo da
técnica de analise da citotoxicidade utilizando o cultivo celular é permitir o estudo do
comportamento celular em um meio controlado, livre das complexas interacdes do
organismo. Os testes de culturas celulares podem ser divididos em duas classes:
resposta em curto prazo e sobrevivéncia em longo prazo. Os ensais em curto prazo
medem a proporcdo de células vidveis apds serem submetidas a situagfes
traumaticas. A maioria desses testes se baseia no rompimento da integridade da
membrana, visualizado pela incorporacdo de um corante vital ao qual a célula &
normalmente impermeavel ou na liberagdo de um is6topo radioativo. Ja os testes em
longo prazo, determinam a capacidade metabdlica ou proliferativa das células apés
uma determinada influéncia téxica. Segundo o autor, o estudo in vitro utilizando
culturas celulares tem se mostrado preferencial devido a homogeneidade das

amostras e a facilidade de uma padronizacdo, pois € possivel o controle de fatores,
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tais como pH, temperatura, pressdo osmotica, tensdo de CO; e O,. Porém, existem
certas dificuldades, como a necessidade de se trabalhar em ambiente estéril e
asseptico, o que exige certa pratica do pesquisador.

A cultura celular é utilizada em grande escala para o crescimento de virus,
producdo de vacinas, desenvolvimento de anticorpos monoclonais, producdo de
substancias farmacéuticas, como hormonios, enzimas, fatores de crescimento e
coagulacdo, manipulada por técnicas de DNA recombinante. A técnica de cultura
celular contribuiu significativamente na pesquisa do genoma humano e nas vias de
sinalizacao intra e intercelular, que regulam a expressao génica. Desse modo, é uma
tecnologia indispensavel nos ramos das ciéncias bioldgicas, pois fornece as bases
para o estudo da proliferacdo celular, diferenciacdo e formacdo de produtos em
condi¢cbes cuidadosamente controladas (MCDONALD, 1990).

Métodos alternativos em que ndo se utilizam animais tais como a cultura de
células e/ou tecidos, devem ser os de primeira escolha, sempre que possivel e
apenas 0s materiais que mostrarem respostas favoraveis é que devem ser utilizados
em animais, em uma etapa posterior. Em decorréncia disso, 0s estudos de
biocompatibilidade, cuja metodologia é baseada na utilizagdo de culturas celulares,
tém se tornado bastante frequentes (WATTS; PATERSON, 1992; HANKS et al.,
1996).

Segundo Kavalco (1999), as culturas primarias sdo aquelas preparadas
diretamente de tecidos de um organismo, com ou sem um passo inicial de
fracionamento das células, podendo ser retiradas da placa de cultura e usadas para
formar culturas secundarias, podendo ser repetidamente subcultivadas dessa forma,
por semanas ou meses. Essas células apresentam muitas propriedades
diferenciadas apropriadas a sua origem, como por exemplo: fibroblastos continuam a
secretar coladgeno; células nervosas lancam axénios que sao eletricamente
excitiveis e fazem sinapse com outra célula nervosa; células epiteliais formam
extensivas laminas com muitas das propriedades de um epitélio intacto. Como esses
fendbmenos ocorrem em cultura, eles sdo passiveis de pesquisas que nao seriam
possiveis de serem estudados in vivo.

Tanto as linhagens de células transformadas quanto as de células néo
transformadas sdo extremamente Uteis nas pesquisas envolvendo culturas celulares,

como fonte de grande quantidade de células de um tipo uniforme, especialmente por
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poderem ser estocadas em nitrogénio liquido, por um periodo indefinido e
continuarem viaveis, quando descongeladas (KAVALCO, 1999).

Em uma pesquisa realizada por Huang et al. (2002) as células de fibroblastos
gengivais primarios (HGF) foram mais sensiveis do que as células de carcinoma
escamoso (OC2) quando do teste de citotoxicidade de adesivos ortoddnticos. Os
autores constataram a diferenca de comportamento biolégico das células normais
quando comparado as células modificadas.

Os testes com culturas celulares (método in vitro) vém sendo utilizados com
sucesso por serem reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente viaveis.
Através desses testes é possivel estudar in vitro a biocompatibilidade e se
comparados aos testes in vivo, possuem a vantagem de limitar o niamero de
variaveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente, além do periodo
de teste ser, em muitos casos, mais curto. O problema da extrapolacdo dos dados
obtidos in vitro para a aplicacao clinica dos biomateriais pode ser superado pelo uso
de materiais de referéncia apropriados, atualmente utilizado em ambito clinico
(ROGERO et al., 2003).

2.7 Testes de citotoxicidade

Muitos testes bioldgicos, como os de citotoxicidade, necessitam mensurar a
sobrevivéncia e/ou proliferacdo celular, os quais podem ser realizados por Vvarios
meétodos, entre eles, a contagem de células que inclui/exclui um corante, avaliagao
da proteina Cromo (*'Cr) depois da lise celular e avaliacdo da incorporacdo de
nucleotideos radioativos (*H timidina) durante a proliferacdo celular. O sal de
tetrazélio ou MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazélio) pode ser
empregado como um método quantitativo colorimétrico para avaliacdo da
sobrevivéncia e da proliferacdo de células. Esse método detecta o sinal gerado pela
ativacdo de células vivas, cuja avaliagdo é realizada por um espectofotdmetro,
equipamento também chamado de leitor de Elisa, que apresenta um alto grau de
precisdo na leitura de incrementos celulares para o estudo de citotoxicidade. As
vantagens do método colorimétrico sdo a sua rapidez e precisao (MOSMANN,
1983).



54

Segundo Kettering e Torabinejad (1984), os fibroblastos humanos sdo muito
utilizados em estudos de citotoxicidade de materiais odontolégicos e tém sido
considerados mais sensiveis do que outras linhagens celulares. Os autores
investigaram a citotoxicidade de cimentos endoddnticos em fibroblastos (L — 645) e
em células cancerigenas (HelLa), porém, os dois tipos celulares ndo mostraram
muitas diferencas em relagéo a sensibilidade.

Os testes de citotoxicidade in vitro representam um passo necessario para
testar novos materiais para uso humano. Embora o0s testes variem
consideravelmente na maneira em que a citoxicidade é mensurada, a maioria
emprega células que estdo transformadas ou originadas de tumor como o modelo
para a resposta celular (FEIGAL et al., 1985). A partir dessa teoria, 0s autores
realizaram uma pesquisa com o intuito de comparar uma linhagem de células
transformadas (L929), comumente usadas em testes de citotoxicidade, com uma
linhagem de células normais nao-transformadas (fibroblastos de polpa humana) para
estabelecer a resposta delas a testes de citoxicidade. As células foram expostas a 7
materiais odontoldgicos e os resultados mostraram maior sensibilidade das células
normais, quando comparadas as células transformadas. Os pesquisadores
concluiram que as células normais foram mais apropriadas para testar a toxicidade
de materiais para uso humano.

A necessidade de materiais biocompativeis implica na necessidade da
realizacdo de testes de toxicidade. A toxicidade de um material odontolégico pode
ser avaliado por testes in vitro, experimentos utilizando animais e por estudos
clinicos em humanos. Estudos in vitro sdo principalmente realizados para avaliar a
citotoxicidade (dano celular) e a genotoxicidade (dano ao DNA ou aberracdes
cromossOmicas) de um dado material. Em comparacdo aos experimentos em
animais e humanos, as vantagens dos testes in vitro incluem condi¢cdes
experimentais controladas, baixo custo e rapidez na obtencédo dos resultados e
inexisténcia de problemas éticos. As limitagcbes s&o principalmente a auséncia da
simulagéo da situag&o in vivo, e a extrapolagdo dos dados obtidos para os casos
clinicos (SCHMALZ, 1994).

O teste Alamar Blue consiste em um método utilizado para mensurar a
proliferacéo celular. O mesmo apresenta diversas vantagens como simplicidade de
uso, pois o indicador € adicionado diretamente nas células em cultura pouco antes

do final do periodo de incubagédo e reagentes ou manipula¢gdes adicionais ndo séo
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necessarios; o corante utilizado ndo é toxico para células nem para usuarios; o teste
nao requer manejo especial ou emprego de métodos, uma vez que nenhum material
radioativo ou toxico é utilizado; como conseqiéncia, ele tem custo menor do que 0s
testes tradicionais; pode ser adaptado para uma ampla escala de testes in vitro.
Varios pesquisadores tém relatado que o teste é comparavel aos testes tradicionais
(incorporacéo timidina e MTT) para avaliacdo da proliferacéo celular e citotoxicidade
(AHMED et al., 1994; NAKAYAMA et al., 1997).

O teste de um passo Alamar Blue, também denominado resazurin, envolve a
adicdo de um indicador redox (reducdo-oxidagéo) fluorogénico, para o crescimento
de células em cultura. A forma oxidada do Alamar Blue & uma cor azul escura e tem
pouca fluorescéncia intrinseca. Quando entra nas células, o corante se torna
reduzido e muda a cor para vermelho. Essa forma reduzida € altamente
fluorescente. O grau dessa converséao representa um reflexo da viabilidade celular e
pode ser quantificado pela sua densidade Optica ou fluorescéncia para maior
sensibilidade. A intensidade da cor vermelha reflete a extensdo da proliferacédo
celular (AHMED et al., 1994; NAKAYAMA et al., 1997).

Os testes de citotoxicidade consistem em colocar o material a ser testado
direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células e, em tempo
apropriado, observar as alteragcdes celulares ocasionadas pelo produto. As
alteracdes celulares podem ser observadas de diferentes modos, como por exemplo,
a incorporacdo de corantes vitais ou a inibicdo da formacédo de col6nias celulares
provocadas pela acéo de certas substancias. O parametro mais utilizado para testar
a toxicidade de um material é a avaliacdo da viabilidade celular que uma cultura de
células apresenta apés permanecer em contato com esse material (CIAPETTI et al.,
1996).

Nakayama et al. (1997), com o objetivo de otimizar os parametros
experimentais para avaliacdo da viabilidade de varias linhagens celulares utilizando
teste Alamar Blue, estudaram o teste avaliando 3 linhagens celulares normais
(inclusive fibroblastos da derme humana) e 11 linhagens de células cancerigenas.
As células foram cultivadas em placas de 96 pocos e varias diluicdes do Alamar Blue
foram testadas (1/5, 1/10, 1/25, 1/50 e 1/100) em meio de crescimento, e foram
realizadas leituras apos 1, 3, 6 e 24 horas. Para a maioria das linhagens, a diluicao

de 1/25 e tempo de incubacgéo de 3h foram considerados 6timos.
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O teste Alamar Blue mede, quantitativamente, a proliferacdo celular pela
incorporacao do corante resazurin e apresenta vantagens que o tornam atrativo, pois
€ soluvel no meio de cultura, estavel em solucédo, minimamente toxico as células e
produz mudancas que sao facilmente medidas. Possui poucas limitagdes; uma delas
refere-se que a alta concentracédo celular e prolongado tempo de cultura poderia
mostrar inversdo no processo de reducdo do resazurin; ainda, a presenca de
contaminantes microbianos poderia reduzir o corante e produzir resultados erroneos
(LARSON et al., 1997; PERROT et al., 2003).

Larson et al. (1997) testaram o Alamar Blue para mensurar o metabolismo de
células endoteliais de cornea de coelhos e compararam o0s resultados aos
produzidos pelo teste de incorporacéo do *H timidina. As células foram cultivadas em
placas com 96 pocos, cuja densidade variou de 1250 a 40000 células por poco.
Apés 12 horas de incubacdo, o corante foi adicionado a cada poco e a medida de
absorbancia foi realizada de hora em hora, até 9 horas. Os resultados demonstraram
que a reducdo do resazurin a resofurin variou proporcionalmente com o numero de
células e tempo, demonstrando que a atividade metabdlica das células é que foram
responsaveis por essa reducdo. Inversamente, o *H timidina demonstrou pouca ou
nenhuma habilidade em distinguir nimero ou viabilidade celular. Concluiu-se a
superioridade do Alamar Blue em detectar a viabilidade pelo metabolismo das
células endoteliais, além de ser ndo-toxico e nao-radiativo.

Existem varios sistemas de biotestes para a quantificacdo de numero de
células, sobrevivéncia celular ou proliferagdo celular. A contagem celular direta
fornece uma medida direta do nimero de células, porém, consome muito tempo e
sao impraticaveis quando se tem um grande numero de amostras. Em contraste, a
quantificacdo celular indireta baseada na incorporacao de radionucleotideo, acido
nucléico total, proteina total, biomassa celular ou atividade celular metabdlica pode
ser facilmente automatizada. A incorporacdo do °H timidina oferece uma excelente
sensibilidade e reprodutividade, porém, esse teste apresenta inconvenientes tais
como: necessitar de equipamento especializado e requerer precaucdo na
manipulacdo e técnicas de descarte. Corantes vitais detectam &cidos nucléicos,
proteinas e outros constituintes de todas as células (saudaveis, injuriadas ou
mortas), podendo levar a uma superestimacdo do numero de células viaveis
(VOYTIK-HARBIN et al.,, 1998). O Alamar Blue, corante de indicador metabdlico,

apresenta excelentes vantagens na quantificacdo celular, pois € ndo-radiativo, ndo-
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toxico, soluvel em &agua, permite rapida avaliacdo de um grande numero de
amostras e é facilmente detectavel por espectroscopia de absorbancia ou
fluorescéncia (VOYTIK-HARBIN et al., 1998, PERROT et al., 2003).

Voytik-Harbin et al. (1998) estudaram o teste Alamar Blue na quantificacao da
proliferacdo de fibroblastos 3T3 de camundongos e compararam os resultados a
dois testes tradicionais: MTT e incorporacdo do °H timidina. Aos testarem varias
concentracbes do Alamar Blue (2,5 a 20,0%) em culturas, encontraram que a
concentracdo ideal a ser utilizada é de 10,0 a 12,5%, sendo que concentracdes
maiores podem se tornar toxicas as células ou alterar o metabolismo das mesmas.
Quanto ao modo de leitura do Alamar Blue (absorbancia ou fluorescéncia), ambos
0s métodos ofereceram excelentes resultados. Quanto a analise comparativa dos 3
testes, pouca diferenca foi observada, apresentando correlacdo positiva entre o
parametro mensurado e o numero de células. Os autores concluiram que o presente
teste ofereceu diversas vantagens como simplicidade da técnica, ser livre de
radioisotopos, versatilidade na leitura e excelente sensibilidade e reprodutividade.
Segundo os pesquisadores, quando usado sozinho ou em conjunto com outros
biotestes, consiste em uma ferramenta util na investigacdo de mecanismos
complexos de proliferacao celular.

Os testes de citotoxicidade in vitro sdo Uteis para avaliacdo dos efeitos
biologicos de um material odontologico, porém, apresentam limitacbes como a
dificuldade de comparar os resultados encontrados nesses testes com a realidade
das situagdes clinicas. Por um outro lado, interpretacdes comparativas dos dados de
toxicidade in vitro fornecem informacdes valiosas em relacédo ao potencial toxico das
substancias (KOULAOUZIDOU et al., 1999). Nenhum dos modelos de estudo
descritos para avaliacdo das propriedades biologicas da propolis pode ser
considerado idéntico a uma situagdo clinica na qual o produto € empregado,
portanto, experiéncias clinicas sdo essenciais.

O teste de reducao do resazurin (nome original para Alamar Blue) tem sido
usado por aproximadamente 50 anos para monitorar contaminagcdo bacteriana e
fungica do leite e para avaliar a qualidade do sémen. Na realizacdo do experimento
para obter a viabilidade de culturas celulares, o corante resazurin (azul e nao-
fluorescente) € reduzido a resofurin (rosa e altamente fluorescente), que € mais
tarde reduzido a hidroresofurin (incolor e ndo-fluorescente) (O’'BRIEN et al., 2000).

N&o € ainda conhecido como essa reducao ocorre, se intracelularmente via atividade
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enzimatica ou no meio como uma reacao quimica, embora a forma fluorescente
reduzida do Alamar Blue tenha sido encontrada no citoplasma e nucleo de células
vivas. Tem ganhado popularidade como um método simples e versatil de mensurar a
proliferagcéao celular e citotoxicidade (O’BRIEN et al., 2000, PERROT et al., 2003).

Perrot et al. (2003) avaliaram a toxicidade in vitro de 3 surfactantes e 6
alcoois, entre eles etanol e propilenoglicol, em células de cérnea de porco, utilizando
o teste resazurim a 10% e compararam com dados coletados in vivo. Os autores
concluiram que esse teste foi efetivo na avaliacéo toxicoldgica de irritantes oculares,
visto que os resultados encontrados in vitro foram similares aos encontrados in vivo.

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International
Standard Organization), 1ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro
teste a ser realizado para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso
em dispositivos biomédicos. Posteriormente, comprovada a sua nao toxicidade, o
estudo da biocompatibilidade do produto podera ter continuidade realizando-se os
ensaios necessarios em animais de laboratério (ROGERO et al., 2003).

Os testes de citotoxicidade, in vitro, sdo Uteis e necessarios para definir a
citotoxicidade basal, ou seja, a habilidade intrinseca de um composto causar
alteracbes e morte celular, como consequéncias de dano das fungbes celulares
basicas. Esses ensaios de citotoxicidade apresentam boa reprodutividade, facil
execucao e baixo custo relativo, além de causar reducdo do numero de animais para
avaliacao de toxicidade (VALADARES, 2006).



3 OBJETIVOS

a) ldentificar os compostos quimicos mais expressivos nas fracbes hexanica e
acetato de etila do extrato etandlico de propolis do tipo verde de Apis mellifera,
proveniente do estado de Mato Grosso do Sul;

b) Avaliar a proliferacdo e morte dos fibroblastos, a curto prazo, em contato com
solucdes hidroalcodlicas de propolis;

c) Verificar a sobrevivéncia a longo prazo dessas células;



4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (protocolo n°® 1259, Anexo A).

Todos os experimentos com as culturas celulares foram realizados sob capela
de fluxo laminar (Quimis ISO 9002, Q-216F20).

O protocolo de cultura celular utilizado foi baseado em Freshney (1990),

adotado pelo Laboratério de Bioodontologia da Universidade Ibirapuera.

4.1 Amostra de propolis

Esta pesquisa foi realizada com uma amostra de propolis verde bruta de
abelhas Apis mellifera, coletada no Apiario Vovo Pedro, localizado no municipio de
Campo Grande (Mato Grosso do Sul - Brasil), cuja origem sugestiva foi a espécie
botanica Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo). A amostra, até a preparacao
do extrato, foi armazenada em frasco plastico, hermeticamente fechado, sob

temperatura de aproximadamente 4°C.

4.2 Linhagem de células

Foram utilizados fibroblastos de mucosa bucal humana, denominados FLM,
cedidos pelo Banco de Células do Laboratério de Bioodontologia da Universidade
Ibirapuera — Sao Paulo (Anexo B). Essas células estavam mantidas sob
congelamento, a -70°C, em nitrogénio liquido (VOLTA 20, MVE, EUA), em meio de
Eagle, modificado por Dulbecco, e Di-metil-sulfoxido — DMSO (Sigma Chemical
Company, St Louis MO, EUA).

Para o crescimento dessas células em laboratorio, foram necessarios

requisitos basicos, tais como:
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- Meio de cultura apropriado: foi utilizado o Meio de Eagle Modificado por
Dulbecco - DMEM (Cultilab Mat. Cult. Cel. Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil),
acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino - SBF (Cultilab Mat. Cult. Cel. Ltda,
Campinas, Sao Paulo, Brasil), cuja funcao foi adicionar ao meio varios fatores de
crescimento. A presenca de antibidticos e antifungicos foi importante a fim de evitar
contaminagdes, portanto, fez-se necessario o uso de Sulfato de Gentamicina -
50mg/L (Cultilab Mat. Cult. Cel. Ltda, data de fabricacdo 15/12/2004) e Anfotericina
B - 2mg/L (Cultilab Mat. Cult. Cel. Ltda, data de fabricacdo 10/10/2007).

- Temperatura e umidade controladas: a suspenséo celular foi mantida em estufa
de cultivo (SANYO) a 37°C (temperatura corporal do ser humano de onde as células

foram retiradas), numa atmosfera umida contendo 95% de O e 5% de CO,,

4.3 Resazurin ou Alamar Blue

Para a leitura da viabilidade celular a curto prazo e proliferacao celular em
longo prazo, foi utilizado um corante denominado Resazurin ou Alamar Blue a 10%
(Resazurin sodium salt 2100 uM, Sigma, EUA), cuja leitura foi a de absorbancia em

monocromador - UVM 340 (Asys, Austria).

4.4 Preparacgdo do extrato etanodlico de prépolis

A prépolis bruta (550g) foi triturada manualmente e submetida a extracdo
exaustiva em etanol PA (Chenco, Brasil), durante quatro dias (extracdo por
maceracao), com auxilio de ultrassom (Thorton, Modelo T14, EUA). Decorrido esse
periodo, o material foi filtrado em filtro de papel absorvente, descartando-se a parte
sélida (cera) (Figura 1). A parte liquida foi submetida a destilacdo sob presséo
reduzida em rotaevaporador (Fisatom, EUA) para a retirada do solvente (Figura 2).
Posteriormente, foi colocada em capela até a secagem completa do extrato, que

apos alguns dias foi pesado, resultando em 204,79 de extrato etandlico.
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Figura 1 — Preparacdo do EEP: em A) filtragem do EEP; em B) Residuo
sélido (cera) obtido apés filtracao.

'1% ,’_ N y F"' : <
FZy Bl __BESIEL S
Figura 2 — Remocéao do solvente em rotaevaporador.

4.5 Analise quimica da prépolis

Para a andlise quimica do extrato, 0 mesmo foi submetido a particdo liquido-
liquido, que separou as substancias presentes de acordo com a polaridade. Dessa
particdo, originou-se as fracdes hexanica, acetato de etila e hidroetandlica (Figura
3), as quais foram submetidas a destilacdo sob pressao reduzida (rotaevaporador)
para a retirada do solvente.
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Para o fracionamento em cromatografia de coluna (CC), foi utilizada silica gel
60 (70 - 230 Mesh), preparada pela homogeneizacdo da silica com o eluente
apropriado, sendo posteriormente empacotada em coluna com mesmo solvente.

O comprimento e o diametro das colunas foram estabelecidos com base nas

quantidades das amostras e de silica gel utilizadas.

Prépolis Bruta

550,70g A= Extra¢@o com etanol;

A B= CC com Silica-gel 60
(70-230 mesh) a vacuo,
[ Extrato Etandlico eluente  em  polaridade
204 709 crescente.
" Extrato Etandlico
187,08g
B
| , |
Fracdo Hexanica Fracdo Acetato de Etila Fracdo Hidroetandlica
30,109 113,789 40,049

Figura 3 — Representacao esquematica da extragdo em etanol e particdo liquido-liquido da prépolis.

Foram analisadas apenas as fracdes hexanica e acetato de etila, as quais
foram submetidas a analise quimica utilizando-se Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA) em diferentes sistemas de eluentes, sendo escolhido o
sistema que apresentou uma melhor resolucdo das manchas nas placas
cromatograficas. Posteriormente, essas fracbes foram submetidas a analise
espectroscopica de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN *3C), das quais se verificou um
perfil espectroscopico com caracteristica de compostos alifaticos para a fracéo
hexanica, e compostos aromaticos para a fracao acetato de etila.

Os reveladores utilizados em CCDA foram ultra-violeta visivel e solucédo de
vanilina. Os solventes utilizados em CC, CCDA foram da marca Synth, Quimex e

Merck. Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registrados em
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aparelho da marca Bruker modelo DPX — 300, sendo os espectros de RMN *H a 300
MHz e os de RMN de *C, a 75MHz (POLO et al., 2008).

4.5.1 Fracionamento da fracdo hexanica do EEP

A fracdo hexanica foi submetida a CC de silica gel 60 (70-230 mesh) (Figura
4), utilizando-se como eluentes, hexano/acetato de etila em polaridade crescente,
originando 47 fracbes (Figura 5). Estas foram acompanhadas por placas
cromatograficas (Figura 6) e reunidas de acordo com a semelhanca de fator de
referéncia (rfs). A fracdo 9 foi selecionada apds avaliacdo das manchas da placa
cromatogréfica e encaminhada para fazer experimentos de RMN *H e RMN *3C para
elucidacéo das estruturas moleculares. A analise permitiu observar algumas classes

de substancias.

Figura 4 — Cromatografia de coluna
de silica gel da fracao hexanica do
EEP.
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Fracdo Hexanica
14,359

A = CC com Silica - Gel 60 (70 — 230
Mesh); Eluente: Hexano/Acetato de
Etila, em gradiente de polaridade.

B = CCDA; Eluente: Hexano/Acetato de
Etila (80:20)

Fracdo 9
50,70mg

Figura 5 — Representagdo esquematica do fracionamento da fragdo hexanica do EEP.

Figura 6 — Placas cromatograficas das fracdes da fracdo hexanica da propolis
(fracBes 8-20 e 36-47).

4.5.2 Fracionamento da fracdo acetato de etila do EEP

A fracdo acetato de etila foi cromatografada em CC, utilizando-se fase
reversa, sendo utilizado os eluentes metanol (MeOH), metanol/acetato de etila
(MeOH/ACOELt), acetato de etila (AcOEt) e cloroformio (CHCIl3) em ordem
decrescente de polaridade. As substancias foram monitoradas em placas
cromatograficas e reunidas conforme semelhancas, originando cinco fracées (Figura 7).

Essas fracdes foram submetidas a CCDA, sendo que a fracdo 3 apresentou
um melhor perfil cromatogréafico, o qual foi comprovado por meio de espectros de
RMN *H.
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A fracdo 3 foi submetida a CC silica gel 60 (70-230 Mesh), utilizando os
eluentes cloroférmio/metanol em polaridade crescente, da qual originou 30 fracdes,
sendo que as fracbes 3-20, 3-23 e 3-28, apresentaram o melhor perfil
cromatografico. Essas fracdes foram submetidas a CC Sephadex LH-20 e o eluente
empregado foi metanol, obtendo-se respectivamente 19, 26 e 17 fracdes. Todas as
fracbes foram submetidas a CCDA. Este procedimento cromatogréfico resultou no

isolamento de trés substancias (Figura 7).

A = CC com Silica de fase reversa Cis
Eluente: (polaridade decrescente)
MeOH, MeOH/ AcOEt, AcOEt, CHCls.

Fracdo Acetato de Etila
66,009

B = CCDA; Eluente: CHCIls/MeOH
(80:20)

l ~ l C = CC silica gel 60 (70-230 Mesh);
> fragoes Eluente: CHCIls/MeOH (polaridade
crescente).

B D = CC Sephadex LH-20: Eluente:

| | | | |
Fracéo 1 l ’ Fracéo 2 J Fragéo 3 | ( Fracdo 4 l Fracdo 5

15,609
A
| 1 ©
Fracdo 3-20 Fracdo 3-23 Fracdo 3-28
0,509 0,609 0,409
D
I 19 fracbes 'l 26 fragcbes 'l 17 fracbes '

B

Fracdo 3-20-3
0,099

2 Jl__ 8 J[_3es |

Figura 7 — Representagdo esquematica do fracionamento da fragcao acetato de etila do EEP.

Fracdo 3-23-8
0,069

Fracdo 3-28-9
0,05¢g
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4.6 Preparo da cultura de células

Para a utilizacdo da linhagem de células FLM da mucosa bucal humana,
realizou-se inicialmente o descongelamento das células. Para isto, um tubo
criogénico (Sigma) contendo as células congeladas FLM (42 passagem) foi retirado
do nitrogénio liquido e rapidamente descongelado (90 segundos) em banho de agua
(banho Maria 102 R FANEM® - Sdo Paulo — Brasil) a 37°C. Para remover a
substancia crioprotetora (Di-metil-sulféxido - DMSO), o conteddo do criotubo foi
transferido para um tubo de ensaio contendo 2mL do meio de cultura (DMEM) e em
seguida, centrifugado (Centrifuga Excelsa Baby Il, modelo 206 - FANEM® - Sé&o
Paulo — Brasil) a 1000 rota¢des por minuto (rpm) durante 5 minutos, a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi removido e o precipitado de células (pellet) (Figura 8),
resultante da centrifugacao, foi ressuspendido em 1mL de meio de cultura fresco e
transferido para um frasco plastico de cultivo celular de 25cm? (Costar), contendo
10mL de meio de cultura fresco. O meio de cultura utilizado foi o de Eagle,
modificado por Dulbecco, contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de solucao
antibiética-antimicotica.

A suspenséo celular foi mantida em estufa a 37°C, numa atmosfera umida
contendo 95% de O, e 5% de CO,, A troca do meio de cultura foi realizada a cada
dois dias e a monitorizacdo do crescimento celular realizou-se a cada 24 horas,
utilizando-se microscoépio invertido de fase (Nikon Eclipse TS 100), onde se
observou a morfologia e o0 comportamento dos fibroblastos (aderéncia e
proliferacdo), até a obtencdo de um numero satisfatorio de células em cultura,
definido pelas células com alta atividade mitotica e ndo confluentes, ocupando
aproximadamente 2/3 da capacidade do frasco, quando, entdo, prosseguiu-se a
replicacdo das células (subcultivo).
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Figura 8 — Pellet formado apds
centrifugacéao

4.7 Subcultivo, passagem ou replicacao

O subcultivo é determinado pela passagem de células de um frasco para
outros, o que implica em subdivisdo de uma populacdo celular proliferativa. Para o
subcultivo, os frascos plasticos foram retirados da estufa e logo em seguida, retirou-
se todo o meio de cultura do seu interior utilizando pipetas graduadas. Ao frasco
contendo as células, foi adicionado 5mL de uma solucao de tripsina 0,25% (ATV —
Solugao de tripsina 0,2% e Versene 0,02% - filtrado em membrana 0,22, Instituto
Adolfo Lutz — secédo de culturas celulares, Lote n° 08, Fabricacdo 14/01/2009), que
permaneceu durante 5 minutos a 37°C (estufa de cultivo).

Em microscépio invertido de fase, observou-se o desprendimento das células
e, entdo, inativou-se a tripsina com a adicao de 5mL de DMEM, acrescido com 10%
de SBF. As células em suspensdo foram transferidas para tubos de ensaio e
centrifugadas a 1000rpm durante 5 minutos, a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi aspirado e os precipitados de células (pellets) resultantes da
centrifugagéo foram ressuspendidos em 1mL de DMEM fresco. Para a perpetuacgéo
da linhagem celular, fracbes dessa suspensdo de células foram subcultivadas em
novos frascos, procedimento esse que deu origem a novas passagens da cultura
(Figura 9).
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Frasco de 25cm?, contendo
meio de cultura e células
aderidas ao fundo

Tripsina

Células aderidas Células em suspenséao

4 novos frascos de cultura —
Nova passagem

Figura 9 — Representacao esquematica de subcultivo, para realizacéo dos testes de curto e longo prazo.

4.8 Determinagé@o do numero de células presentes em  cada frasco

Para a determinacdo do numero de células existentes nos frascos, 0s
precipitados (pellets) foram ressuspendidos em 1mL de DMEM fresco e 0,1mL dessa
suspensao celular foi dispensado em tubo de ensaio, sendo adicionado 0,8mL de
DMEM fresco e 0,1mL de azul de Trypan. Posteriormente, algumas gotas dessa
suspensao celular foram transferidas para o hemocitdmetro/cadmara de Neubauer
(Boeco-Germany) (Figura 10). A seguir, com a ajuda do microscopio invertido de
fase, realizou-se a contagem celular, onde as células mortas foram evidenciadas

pela coloracdo azulada, enquanto as vivas mantiveram-se despigmentadas (Figura 11).
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O numero total de células provenientes do frasco original foi obtido através da

seguinte equacéo:

NUmero total de células = Niimero total de células contadas X diluicdo X 10*

Numero de quadrados usados para a contagem

Figura 10 — Camara de Neubauer para contagem de células.

'y 'y i
Figura 11 — Células mortas, coradas pelo azul
de Trypan (seta). Células viavies, ndo coradas.

4.9 Preparo das solu¢bes-estoque de propolis

Para os experimentos de viabilidade celular a curto prazo e sobrevivéncia

celular em longo prazo foram testadas 2 solugbes com prépolis (uma em veiculo
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hidroalcodlico com propilenoglicol e uma em veiculo hidroalcodlico sem
propilenoglicol) e 2 solu¢cdes sem a propolis (apenas os veiculos). As diluicdes de
propolis foram feitas de forma proporcional a partir da solucéo-estoque (diluicao
seriada), até se obter as diluicdes que foram utilizadas no trabalho.

Para o preparo das diluicdes, inicialmente foram preparadas 4 solugdes-
estoque (Figura 12):

Solugbes-estoque Composicao Veiculos
Propolis a 3% diluida em | 5% de propilenoglicol, 20%
1 veiculo hidroalcodlico com | de etanol e 75% de agua
propilenoglicol destilada
Veiculo hidroalcodlico com | 5% de propilenoglicol, 20%
2 propilenoglicol de etanol e 75% de &agua
destilada
Propolis a 3% diluida em | 20% de etanol e 80% de
3 veiculo hidroalcodlico sem | agua destilada
propilenoglicol
Veiculo hidroalcoolico sem | 20% de etanol e 75% de
4 propilenoglicol agua destilada

Figura 12 — Solu¢des-estoque e porcentagem dos componentes.

Todas as solugcbes foram colocadas em agitador mecéanico para a completa
diluicdo dos componentes no meio. Ap6s a homogeneizacdo, todas as solucdes
foram transferidas para a capela de fluxo laminar, onde foram esterilizadas em filtro
de seringa Milipore (poros de 0,22um) (Figura 13) e acondicionadas em frascos
autoclavados, os quais foram vedados e acondicionados em geladeira, cobertos com
papel aluminio, a fim de evitar qualquer alteragdo da substancia em contato com a
luminosidade.

As concentracOes utilizadas no experimento foram obtidas por diluicbes
seriadas, a partir das solu¢des-estoque. Todas as concentracdes foram preparadas
e utilizadas no momento do experimento, quando do ensaio de curto prazo ou a

cada troca de meio na avaliagao de longo prazo.
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Figura 13 — Esterilizacdo das solu¢des-estoque com filtro Milipore (0,22um).

4.10 Solucdes experimentais

Para os experimentos de viabilidade celular ou testes de citotoxicidade a curto
e longo prazo, foram utilizadas células FLM entre o 5° e 7° subcultivos. Para os
experimentos, foram cultivadas as células sob subnutricdo a fim de mimetizar, in
vitro, a situacao dos fibroblastos, que geralmente estdo expostos ao ambiente bucal
em tecidos lesionados e, portanto, sob estresse. O estresse in vitro foi obtido pela
diminuicdo da concentracao de soro fetal bovino no meio de cultura, utilizando meio
DMEM suplementado com 5% de soro fetal bovino. As diluicbes de propolis e seus
veiculos foram realizados de forma proporcional em DMEM 5% SBF, até obter as
concentracdes que foram utilizadas no estudo. O experimento foi realizado sob fluxo
laminar, seguindo os padrdes de rotina do Laboratoério de cultura celular.

O comportamento celular foi verificado com 12 solucdes diferentes para cada
veiculo no teste de viabilidade celular a curto prazo, em triplicata para cada
concentracéo, conforme descritas nas figuras 14 e 15.

Para o teste de sobrevivéncia celular a longo prazo, foram realizadas 3
proliferacdes (12, 22 e 3%), em momentos diferentes, a fim de tornar os resultados
mais confiaveis e, em cada proliferacdo, cada concentracdo foi testada em triplicata.
Neste teste, o comportamento celular foi verificado com 8 solucdes diferentes
(0,001%, 0,01% e 0,1%), conforme figuras 16 e 17.



Solucdes Experimento Abreviatura
Células crescidas contendo a solugéo
Sl estoque de prépolis diluida a 0,001%. P 0,001% + V/PG 0,03%
Células crescidas contendo o veiculo
Sl diluido a 0,03%. V/PG 0,03%
Células crescidas contendo a solucéo
Sl estoque de propolis diluida a 0,01%. P 0,01% + V/PG 0,33%
Células crescidas contendo o veiculo
SIV diluido a 0,33%. V/PG 0,33%
Células crescidas contendo a solucéo
SV estoque de propolis diluida a 0,1%. P 0,1% + V/PG 3,33%
Células crescidas contendo o veiculo
S Vi diluido a 3,3%. V/PG 3,33%
Células crescidas contendo a solugéo
S Vil estoque de prépolis diluida a 0,5%. P 0,5% + V/PG 16,5%
Células crescidas contendo o veiculo
S Vil diluido a 16,5%. V/PG 16,5%
Células crescidas contendo a solugéo
S IX estoque de propolis diluida a 1%. P 1% + V/IPG 33%
Células crescidas contendo o veiculo
SX diluido a 33%. V/IPG 33%
Controle positivo; células crescidas, na
S Xl auséncia de prépolis e do veiculo. C+
Controle negativo; células crescidas na
S Xl presenca de solucado de triton 10%. C-

Figura 14 — Descricao das solucdes de propolis em veiculo hidroalcodlico com propilenoglicol

(veiculo 1 — Placa X), no teste a curto prazo.

Solucdes Experimento Abreviatura
Células crescidas contendo a solugéo
Sl estoque de prépolis diluida a 0,001%. P 0,001% + V 0,03%
Células crescidas contendo o veiculo
Sl diluido a 0,03%. V 0,03%
Células crescidas contendo a solucéo
Sl estoque de propolis diluida a 0,01%. P 0,01% + V 0,33%
Células crescidas contendo o veiculo
SIV diluido a 0,33%. V 0,33%
Células crescidas contendo a solucéo
SV estoque de propolis diluida a 0,1%. P 0,1% +V 3,33%
Células crescidas contendo o veiculo
SVi diluido a 3,3%. V 3,33%
Células crescidas contendo a solucéo
S Vil estoque de prépolis diluida a 0,5%. P 0,5% +V 16,5%
Células crescidas contendo o veiculo
S Vil diluido a 16,5%. V 16,5%
Células crescidas contendo a solugéo
SIX estoque de propolis diluida a 1%. P1% +V 33%
Células crescidas contendo o veiculo
SX diluido a 33%. V 33%
Controle positivo; células crescidas, na
S XI auséncia de propolis e do veiculo. C+
Controle negativo; células crescidas na
S Xl presenca de solucdo de triton 10%. C-

Figura 15 — Descricao das solug8es de préopolis em veiculo hidroalcodlico sem propilenoglicol

(veiculo 2 — Placa Y), no teste a curto prazo.
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Solucgbes Experimento Abreviatura
Células crescidas contendo a solugéo
Sl estoque de prépolis diluida a 0,001%. P 0,001% + V/PG 0,03%
Células crescidas contendo o veiculo
Sl diluido a 0,03%. V/PG 0,03%
Células crescidas contendo a solucéo
Sl estoque de propolis diluida a 0,01%. P 0,01% + V/PG 0,33%
Células crescidas contendo o veiculo
SIV diluido a 0,33%. V/PG 0,33%
Células crescidas contendo a solucéo
SV estoque de propolis diluida a 0,1%. P 0,1% + V/PG 3,33%
Células crescidas contendo o veiculo
S Vi diluido a 3,3%. V/PG 3,33%
Controle positivo; células crescidas, na
S Vil auséncia de propolis e do veiculo. C+
Controle negativo; células crescidas na
S Vi presenca de solucdo de triton 10%. C-

Figura 16 — Descricao das solug8es de propolis em veiculo hidroalcodlico com propilenoglicol

(veiculo 1 — Placa X), no teste a longo prazo.
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Solugbes Experimento Abreviatura
Células crescidas contendo a solucéo
Sl estoque de prépolis diluida a 0,001%. P 0,001% + V 0,03%
Células crescidas contendo o veiculo
Sl diluido a 0,03%. V 0,03%
Células crescidas contendo a solugéo
Sl estoque de prépolis diluida a 0,01%. P 0,01% + V 0,33%
Células crescidas contendo o veiculo
SIv diluido a 0,33%. V 0,33%
Células crescidas contendo a solugéo
SV estoque de propolis diluida a 0,1%. P 0,1% +V 3,33%
Células crescidas contendo o veiculo
SVi diluido a 3,3%. V 3,33%
Controle positivo; células crescidas, na
S VI auséncia de prépolis e do veiculo. C+
Controle negativo; células crescidas na
S VI presenca de solucado de triton 10%. C-

Figura 17 — Descricao das solucdes de propolis em veiculo hidroalcodlico sem propilenoglicol

(veiculo 2 — Placa Y), no teste a longo prazo.

4.11 Teste de viabilidade celular a curto prazo

Nesta fase do experimento, as ceélulas crescidas nos frascos foram

tripsinizadas e contadas para a determinacdo do numero de células existentes no

frasco original, conforme descrito anteriormente, a fim de proceder-se a diluicdo

necessaria para o plagueamento exato.
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Para 0 ensaio a curto prazo, os fibroblastos da mucosa foram semeados em
placa de cultura de fundo chato com 96 pocos (Costar) na quantidade de 1x10°
células/poco, mantidos em DMEM com 10% de SBF (0,2mL/poc¢o) e, posteriormente,
acondicionados em atmosfera umida contendo 5% de CO, (estufa de cultivo) por 24
horas.

Decorrido esse periodo, a placa foi levada ao microscopio invertido para
avaliacdo da viabilidade das células ou possivel contaminacdo da mesma. Para este
ensaio, foram utilizadas culturas que apresentavam uma monocamada celular
uniforme e proxima a confluéncia. Apos constatacdo positiva da viabilidade, foram
preparadas as diluicdes das solucbes-estoque de propolis em DMEM 5% SBF até a
obtencédo das concentracfes a serem testadas (1%; 0,5%; 0,1%; 0,01% e 0,001%),
as quais foram adicionadas as células apés a retirada do meio, em triplicata, para
cada concentracdo, sendo novamente incubadas (Figura 18). Os pog¢os com controle
positivo receberam somente o meio de cultura fresco (DMEM 5% SBF) e 0s pogos
com controle negativo receberam solucdo de triton 10% (4-fenilpolietilenoglicol)
(Apéndice A).

0,001%

0,01%
0,1%

0,5%
1%
DMEM

=

Figura 18 — Placa de cultura (96 pocos)

Transcorridas 24 horas do condicionamento, as solu¢des de todos os
pocos foram removidas e os mesmos foram gentilmente lavados com solucao
tampao fosfato-salina sem calcio e sem magnésio (PBSA-1, Sigma), para retirada de
células mortas e qualquer resto de solucdo que possa alterar a leitura futura. A

citotoxicidade das concentragcdes foi determinada pela adicdo do revelador
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resazurin. O revelador age como um indicador do crescimento celular e/ou
viabilidade que para a resazurin, a cor azul representa a auséncia de
crescimento/inviabialidade celular e a cor rosa indica crescimento (AHMED et al.,
1994). Assim, uma solucdo de resazurin (10%) foi colocada em cada poc¢o (0,2mL
por poco) (Figura 19). A placa com 96 pocos foi acondicionada em estufa de cultivo
e apoés 3 horas, procedeu-se a leitura de absorbancia em monocromador - UVM 340
(570nm) (marca Asys, Austria). A acdo das concentracdes sobre os fibroblastos
cultivados foi analisada levando-se em consideracao o crescimento celular apés 24
horas do contato com o meio condicionado. Os dados foram entdo analisados e

compilados em um grafico.

Figura 19 — Placa contendo células FLM, apds
colocacéo do revelador resazurin 10%.

4.12 Teste de sobrevivéncia celular a longo prazo

ApOs a realizacdo do teste a curto prazo, os resultados foram analisados e em
seguida, realizou-se o teste a longo prazo de trés concentra¢gdes (0,001%, 0,01% e
0,1%), onde se observou a sobrevivéncia das células apés 1, 3, 5 e 7 dias em
contato com as concentracdes de cada uma das quatro solugdes. Em cada uma das
proliferacdes, as concentracdes foram analisadas em triplicata para cada solucéo e
tempo experimental.

Para a realizagdo das curvas de crescimento e de viabilidade celular, os

fibroblastos da mucosa foram semeados em placas de cultura com 24 pocos
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(Costar) na quantidade de 1x10” células/poco, mantidos em DMEM com 10% de
SBF (0,5mL/poc¢o), sendo acondicionadas em atmosfera imida contendo 5% de CO,
(estufa de cultivo).

ApOs 24 horas do plagueamento, tempo esse necessario para as ceélulas
aderirem as placas (visualizadas em microscépio invertido para avaliagdo da
viabilidade das células ou possivel contaminagdo das mesmas), as substancias a
serem testadas, nas concentracdes pré-estabelecidas, foram colocadas apds a
aspiracdo do meio de cultivo celular. Os pogcos com controle positivo receberam
somente o meio de cultura fresco (DMEM 5% SBF) e 0s pog¢os com controle
negativo receberam solugao de triton 10% (Apéndice B).

Transcorridos 0s prazos estabelecidos de 1, 3, 5 e 7 dias do
condicionamento, as solucbes de todos os pocos das placas devidamente
identificadas foram removidas. Os pocos foram delicadamente lavados com PBSA-1
e colocou-se a solucao de resazurin 10% em cada poco (1mL por pocgo). As placas
com 24 pocos foram acondicionadas em estufa de cultivo e apés 3 horas procedeu-
se a leitura de absorbancia em monocromador - UVM 340 (Asys, Austria) (Figura
20). A acdo das concentracbes sobre os fibroblastos cultivados foi analisada
levando-se em consideragéo o crescimento celular apds 24, 72, 120 e 168 horas do
contato com o meio condicionado. Os dados foram entdo analisados e compilados

em graficos.

Figura 20 — Monocromador UM — 340 (A;s'ys) para leitura de absorbéancia.
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4.13 Andlise estatistica

Os dados das curvas de crescimento e de viabilidade celular foram
apresentados como a média + desvio padrdo da média da triplicata do nimero de
células viaveis de cada solucdo, em cada tempo experimental, das 3 proliferacdes.
Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste paramétrico ANOVA, com
diferenciacdo dos grupos pela comparacdo multipla pelo teste de Tukey. O nivel de

significancia foi de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Compostos quimicos identificados na prépolis

A partir das 47 fracdes obtidas a partir da CC da fracdo hexanica, apenas a

fracdo 9 foi encaminhada para fazer experimentos de RMN 'H e RMN *3C

(Apéndices C e D) para elucidacdo das estruturas moleculares, pois foi a Unica

fracdo, desta fase, que pela placa cromatogréafica, havia indicios de uma substancia

pura. Por meio dos dados espectrais de RMN H e '3C e comparacdo com a

literatura, foi possivel caracterizar as substancias (Figura 21). Os espectros de RMN

dos compostos encontrados na fracao acetato de etila estédo nos apéndices de E a J.

FASES Fase Hexanica Fase Acetato de Etila
Acido 3,5-
diprenil-4- 5,7-diidroxi-4'- 3,5,7 trihidroxi-
Composto Lupeol hidroxicindmico metoxiflavone 4’metoxiflavonol
Quimico (Artepillin C) (Acacetina)
Siddiqui et al.; Albuquerque et | Albuquerque et al., | Albuquerque et al.,
1988. al., 2007. 2007. 2007.
Estrutura e
3
Quimica h ‘ o HO. o O
HO. o O
) o
OH O
7 == OH O

Figura 21 — Substancias identificadas pelas analises de RMN "H e RMN *°C nas fases hexanica e
acetato de etila do EEP.
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5.2 Viabilidade celular a curto prazo

Os valores referentes a viabilidade celular dos fibroblastos submetidos ao
EEP em diferentes concentragbes, com e sem propilenoglicol, s&o mostrados na
Tabela 1.

Tabela 1 — Porcentagem de células viaveis submetidas as diferentes concentracdes

do extrato etandlico de propolis, com e sem propilenoglicol

Solucgbes Viabilidade Solucdes Viabilidade

Celular* (%) Celular* (%)
Prépolis 0,001% + V/PG 0,03% 107,0 Prépolis 0,001% + V 0,03% 106,0
Prépolis 0,01% + V/PG 0,33% 100,0 Prépolis 0,01% +V 0,33% 92,0
Prépolis 0,1%  + V/PG 3,33% 101,0 Prépolis 0,1% +V 3,33% 98,0
Prépolis 0,5%  + V/PG 16,50% 47,0 Prépolis 0,5% +V 16,50% 47,0
Propolis 1,0%  + V/PG 33,00% 21,0 Propolis 1,00  +V 33,00% 21,0
Veiculo + Propilenoglicol 0,03% 100,0 Veiculo 0,03% 106,0
Veiculo + Propilenoglicol 0,33% 93,0 Veiculo 0,33% 99,0
Veiculo + Propilenoglicol 3,33% 93,0 Veiculo 3,33% 95,0
Veiculo + Propilenoglicol 16,50% 51,0 Veiculo 16,50% 79,0
Veiculo + Propilenoglicol 33,00% 31,0 Veiculo 33,00% 36,0
Controle positivo 100,0 Controle negativo 0,0

*Valores superiores a 100% indicam proliferacéo celular.

Observa-se que nas concentracdes de 0,1%, 0,01% e 0,001%, as solucdes e
respectivos veiculos causaram pouca ou nenhuma morte celular, com mais de 90%
de viabilidade dos fibroblastos. Em algumas concentracbes, pode-se verificar
discreta proliferacdo dessas células. Os valores originais correspondentes a
proporcdo de células viaveis, para cada solucdo experimental, em triplicata para
cada concentracdo, sdo apresentados no Apéndice L. A figura 22 ilustra os dados

apresentados na Tabela 1.
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Viabilidade de FLM em solug8es com prépolis e sem p  répolis

120%

OPrépolis+PG
B Veic+PG

OProépolis-PG
100% 1 + - OVeic-PG

HH
——

80% -

60%

40%

20%

0% T
0.001 0.01 0.1 0.5 1 C+ C-

Figura 22 — Grafico de colunas ilustrando a porcentagem da sobrevivéncia de fibroblastos nas
solucdes testadas a curto prazo.

5.3 Teste de sobrevivéncia celular a longo prazo

ApOs analise da viabilidade celular a curto prazo, optou-se por realizar o teste
de sobrevivéncia celular a longo prazo de trés concentracfes da solucdo de propolis
(0,1%; 0,01% e 0,001%), visto que as concentracdes de 0,5 e 1,0% j& manifestaram
toxicidade no teste a curto prazo. Os valores originais do resultado do teste
encontram-se nos Apéndices M e N.

A citotoxicidade das solucbes de propolis e respectivos veiculos com
propilenoglicol - Placa X, e sem propilenoglicol - Placa Y, foi analisada pelo
cruzamento dos dois fatores envolvidos na pesquisa: tempo experimental - 1, 3, 5 e
7 dias e solucdes experimentais.

Os valores das médias e desvios-padrées amostrais da viabilidade celular
relativos aos cruzamentos solugdo x tempo x proliferacao estédo expressos na Tabela

2. Os valores originais encontram-se no Apéndice O e P.



Tabela 2 — Média + desvio-padréo da viabilidade celular de fibroblastos submetidos a diferentes concentracdes do EEP

Placas
Solugdes COM PROPILENOGLICOL SEM PROPILENOGLICOL
1dia 3 dias 5 dias 7 dias M+DP 1 dia 3 dias 5 dias 7 dias M+DP

P 0,001% +V/PG0,03%  1,03+0,30 1,01+0,16  1,15+0,16 1,07+0,07 1,05+0,19 1,20+0,42 1,04+0,09 1,04+0,10 1,04+0,07 1,08+0,22
P0,01% +V/PGO0,33% 1,22+0,26  1,02+0,12  1,09+0,12 1,04+0,09 1,09+0,19 1,18+0,28 0,97+0,12 1,05+0,09 1,01+0,09 1,04+0,17
P0,1% +V/PG3,33% 1,28+0,24 1,04+0,11  1,03+0,11 1,07+0,14 1,10+0,21 = 1,21+0,23 1,09+0,08 1,03+0,12 1,07+0,15 1,08+0,17
V/PG 0,03% 1,08+0,32 1,05+0,10 1,23+0,10 1,05+0,05 1,08+0,18 1,09+0,32 1,02+0,09 1,09+0,14 1,03+0,05 1,04+0,18
V/PG 0,33% 1,08+0,34 0,97+0,16  1,01+0,16 0,89+0,10 0,99+0,23  0,87+0,18 0,94+0,09 0,98+0,07 0,98+0,10 0,94+0,12
V/PG 3,33% 1,09+0,28 0,82+0,17 0,72+0,17 0,66+0,15 0,82+0,24  0,99+0,53 0,86+0,21 0,82+0,16 0,70+0,15 0,85+0,19
C+ 1,00+0,17 1,00+0,13  1,00+0,13 1,00+0,18 1,00+0,16 = 1,00+0,09 1,00+0,11 1,00+0,19 1,00+0,18 1,00+0,14
C- 0,00+0,14 0,00+0,07  0,00+0,07 0,00+0,03  0,00+0,08 0,00+0,14 0,00+0,04 0,00+0,02 0,00+0,03 0,00+0,07

P - propolis. V — veiculo. PG — propilenoglicol. C + controle positivo. C — controle negativo.

82
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A Tabela 3 mostra o resultado da andlise de varidancia ANOVA para as
solugbes com e sem propilenoglicol, em funcdo do tempo e solugbes. O teste
revelou que houve pelo menos um tempo e uma solucéo distinta das demais para as
solucdes com propilenoglicol e pelo menos uma solucéo distinta das demais para as
solugbes sem propilenoglicol. Nao houve diferenca significativa quando do
cruzamento entre os fatores solugcdo e tempo experimental. Os valores originais

encontram-se nos Apéndices Q e R.

Tabela 3 — Andlise de variancia (ANOVA) da viabilidade celular entre as diferentes

concentracfes do EEP, em funcéo das solucdes e tempo

Fontes de COM PROPILENOGLICOL SEM PROPILENOGLICOL
Variagéo Somados GL Quadrado p Somados GL Quadrado P
guadrados médio quadrados médio
Solugdes 11,603 7 1,658 <0,001 11,062 7 1,580 <0,001
Tempo 0,256 3 0,085 0,035 0,074 3 0,025 0,323
Solucdes x Tempo 0,391 21 0,019 0,851 0,259 21 0,012 0,907

GL — Graus de liberdade. p — probabilidade.

A analise da tabela acima mostra que em relacdo as placas com
propilenoglicol, houve pelo menos um tempo distinto dos demais. A fim de identifica-
lo, realizou-se o teste de Tukey para comparagfes mdltiplas entre os distintos
tempos (Tabela 4).
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Tabela 4 — Teste de Tukey para comparacdes multiplas entre os distintos tempos

das solucdes com propilenoglicol

() (@)] Diferenca Erro Padréo Sig. 95% Intervalo de
Tempo Tempo  das médias confianca

() Limite Limite
superior inferior
24 72 ,1125 ,04836 ,103 -,0151 ,2401
120 ,0842 ,04836 ,312 -,0434 2117
168 ,1371* ,04836 ,030 ,0095 ,2647
72 24 -,1125 ,04836 ,103 -,2401 ,0151
120 -,0283 ,04836 ,936 -,1559 ,0992
168 ,0246 ,04836 ,957 -,1030 ,1522
120 24 -,0842 ,04836 ,312 -,2117 ,0434
72 ,0283 ,04836 ,936 -,0992 ,1559
168 ,0529 ,04836 ,694 -,0747 ,1805
168 24 -,1371* ,04836 ,030 -,2647 -,0095
72 -,0246 ,04836 957 -,1522 ,1030
120 -,0529 04836 694 1805 0747

* Resultado significante

Baseado nas médias amostrais observadas.

Erro quadratico médio = ,028.

A diferenga de médias foi significante ao nivel de 0,05.

Pela analise da tabela, verificou-se um resultado significante: a comparacao
de 24 com 168 horas. A proporcdo de células viaveis no periodo de 24 horas
mostrou-se estatisticamente superior a verificada no periodo de 168 horas (7° dia),
nao apresentando diferencas significativas aos demais dias (3° e 5°). A diferenca de
proporcao de 0,1371 entre 24 e 168 horas, quer dizer que o percentual de células
viaveis do primeiro para o sétimo dia caiu em 13,71%, ou seja, com 0 passar do
tempo em contato com as solugbes, houve morte celular, porém, esta sO foi
significante apés 7 dias de contato com as solu¢des com propilenoglicol (Figura 23).

E interessante salientar que pelo fato de os cruzamentos entre os fatores
“tempo x solucdo experimental” ndo terem sido significantes, estas diferencas
apresentadas acima podem ser estendidas a todas as concentracdes de todas as
solugdes testadas, exceto nas solugdes controles, que permaneceram estaveis com

0 passar do tempo.
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PROPILENO GLICOL

1,5
T -
[ C+
T P (0,001%) + V (0,03%)
o 107 T P (0,01%)+ V (0,33%)
T
3 T P (0,1%) + V (3,33%)
2 T V (0,03%)
> T V (0,33%)
0,57 T V (3,33%)
0,0 ‘ | ‘ |
24 72 120 168
Tempo (h)

Figura 23 — Gréfico de linhas ilustrando a viabilidade celular das solucdes de prépolis e veiculos
com propilenoglicol (Placa X) nos diferentes periodos experimentais.

Uma vez que a analise de variancia das solu¢gdes com propilenoglicol revelou
que houve pelo menos uma solugdo experimental distinta das demais, realizou-se o
teste de Tukey para comparagdes multiplas entre estas solugbes (Tabela 5). O teste
comparando todas as solucdes encontra-se no Apéndice S.

O grupo C-, que corresponde ao controle negativo, indicou diferenca
significativa em relagdo a todas as demais solugdes, resultado este que ja era
esperado, visto que a solugéo triton 10% foi utilizada no intuito de matar todas as
células, ao contrario das outras solucdes empregadas. Além desse resultado, notou-
se diferenca estatisticamente significativa entre o V/IPG 3,33% com todas as demais
solucdes, exceto V/PG 0,33% e C +. A propor¢ao de células viaveis de V/IPG 3,33%
mostrou-se superior ao C — e inferior a todas as demais. Ou seja, em relacéo ao C -
sobreviveram 81,83% mais células; com relacdo a solucdo P (0,001%) + V/IPG
(0,03%), sobreviveram menos 23,58%; relacionando a P (0,01%) + V/PG (0,33%),
sobreviveram menos 27,25%; comparado ao P (0,1%) + V/IPG (3,33%),
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sobreviveram menos 28,50%; e por fim, em relacdo ao V/PG (0,03%), sobreviveram

menos 25,92% de células.

Tabela 5 — Valores significantes no teste de Tukey na comparacdo multipla entre as

solugdes com propilenoglicol

() Solugbes (J) Solucdes Diferenca Erro p
das médias  Padréo
(1-J)
P(0,001%)+V/PG (0,03%)  V/PG (3,3%) ,2358* ,06839 ,021...
C- 1,0542* ,06839 ,000...
P(0,01%)+V/PG (0,33%) V/IPG (3,3%) ,2725* ,06839 ,004...
C- 1,0908* ,06839 ,000...
P(0,1%)+V/PG (3,3%) V/IPG (3,3%) ,2850* ,06839 ,002...
C- 1,1033* ,06839 ,000...
V/PG (0,03%) V/PG (3,3%) ,2592* ,06839 ,008...
C- 1,0775* ,06839 ,000...
V/PG (0,33%) C- ,9883* ,06839 ,000...
VIPG (3,3%) P(0,001%) + V/PG (0,03%) -,2358* ,06839 ,021...
P(0,01%) + VIPG (0,33%) -,2725* ,06839 ,004...
P(0,1%) + VIPG (3,3%) -,2850* 0,6839 ,002...
V/PG (0,03%) -,2592* ,06839 ,008...
C- ,8183* ,06839 ,000...
C+ C- 1,0000* ,06839 ,000...
C- P(0,001%) + V/PG (0,03%) -1,0542* 0,6839 ,000...
P(0,01%) + V/PG (0,33%) -1,0908* 0,6839 ,000...
P(0,1%) + VIPG (3,3%) -1,1033* ,06839 ,000...
V/PG (0,03%) -1,0775* ,06839 ,000...
V/PG (0,33%) -,9883* ,06839 ,000...
VIPG (3,3%) -,8183* ,06839 ,000...
C+ -1,0000* ,06839 ,000...

Analogamente aos resultados relativos ao tempo, o fato de nao haver

significancia nos cruzamentos entre os fatores “tempo x solugdo experimental”,

indica que tais diferencas, numa analise global, foram independentes do nimero de

dias do experimento.
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O gréfico abaixo (Figura 24), mostra a proporcao de células viaveis em cada
tempo, para cada solucao experimental com propilenoglicol, nas trés concentracdes

pesquisadas, e seus respectivos veiculos.

Veiculo: Propileno Glicol

2,07
O c-
8 c+

. B P (0,001%) + V/IPG (0,03%)

' B P (0,01%)+ V/PG (0,33%)
B P (0,1%) + VIPG (3,33%)
O viPG (0,03%)

1,01 EH v/PG (0,33%)
B v/PG (3,33%)

0,57

0,0

24 72 120 168
Tempo (h)

Error Bars: +/- 1. SD

Figura 24 — Gréfico de colunas ilustrando a proporcao da média da viabilidade celular no teste a
longo prazo, nas solu¢gdes com propilenoglicol (Placa X).

ApoOs andlise dos resultados acima, como todas as solu¢gdes com propolis,
apresentaram valores maiores que 0s controles positivos, pode-se afirmar que a
propolis, nas concentracbes do experimento, ndo foi toxica aos fibroblastos da
mucosa bucal e que podem até ter favorecido uma ligeira proliferacéo, o que poderia
contribuir clinicamente no reparo de tecidos lesionados. Quanto aos veiculos, nas
mesmas concentragdes utilizadas com as solu¢gbes com prépolis, apenas o veiculo
hidroalcodlico com propilenoglicol, na concentracdo de 3,33%, apresentou menor
viabilidade celular, sendo que a média das 3 proliferacdes realizadas, houve
aproximadamente 18% de morte celular, e que ao final do sétimo dia de contato com
a solucao, 35% das células haviam morrido (Apéndice O). Quando em mistura com a
propolis, ndo houve tal situagdo. Isso sugere que a propolis amenizou os danos

provocados por este veiculo.
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Para a placa Y, a andlise de variancia (teste ANOVA) revelou que houve pelo
menos uma solucao experimental distinta das demais. Nao foi constatado diferengas
significativas entre os tempos (1, 3, 5 e 7 dias) e nem nos cruzamentos entre 0s
fatores solucdo e tempo experimental (Tabela 3). A fim de identificar as solucdes
experimentais distintas, realizou-se o teste de Tukey para comparagfes multiplas
entre estas solugdes (Tabela 6). Os valores originais encontram-se no Apéndice T.

Tabela 6 — Valores significantes no teste de Tukey na comparacao multipla entre as
solugdes sem propilenoglicol

() Solucgbes (J) Solucdes Diferenca Erro p
das médias Padrao

(1-J)

P(0,001%)+V (0,03%) V (3,33%) 2225+ 05878 ,008...
cC- 1,0767* 05878 ,000...
P(0,01%)+V (0,33%) C- 1,0375 05878 ,000...
P(0,1%)+V (3,3%) V (3,33%) 2283 05878 ,006...
C- 1,0825 05878 ,000...
V (0,03%) C- 1,0358* 05878 ,000...
V (0,33%) C- 9400~ 05878 ,000...
V (3,3%) P(0,001%) + V (0,03%) -,2225* 05878 ,008...
P(0,1%) + V (3,33%) -,2283* 05878 ,006...
C- 8542+ 05878 ,000...
C+ C- 1,0000* 05878 ,000...
C- P(0,001%) + V (0,03%) -1,0767* 05878 ,000...
P(0,01%) + V (0,33%) -1,0375* 05878 ,000...
P(0,1%) + V (3,33%) -1,0825* 05878 ,000...
V (0,03%) -1,0358* 05878 ,000...
V (0,33%) -,9400* 05878 ,000...
V (3,33%) -,8542* 05878 ,000...
C+ -1,0000* 05878 ,000...

Na analise, o grupo C -, que corresponde ao controle negativo, indicou
diferenca significativa em relacdo a todas as demais solucdes, resultado este que ja
era esperado, visto que a solucao triton 10% foi utilizada no intuito de matar todas as
células, ao contrario das outras solucdes empregadas. Além desse resultado, notou-

se diferenca estatisticamente significativa entre o V 3,33% com P (0,001%) + V
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(0,03%) e P (0,1%) + V (3,33%). A proporcdo de células vidveis de V 3,33%
mostrou-se superior ao C — e inferior a todas as demais, porém, s6 foram
significantes em comparacdo com 3 solugdes, ou seja, em relacdo ao C -, no qual
sobreviveram 85,42% mais células; com relacdo a solucédo P (0,001%) + V (0,03%)
em que sobreviveram menos 22,25% e relacionando a P (0,1%) + V (3,33%),
sobreviveram menos 22,83% de fibroblastos.

A figura 25 ilustra a proporcéo de fibroblastos viaveis nos diferentes dias do
experimento. Observa-se que houve, com o passar do tempo, ora morte, ora

proliferacdo das células, porém, insignificante estatisticamente.

ALCoOL
1,57 T C-
[ C+
T P (0,001%) +V (0,03%)
T P (0,01%)+ V (0,33%)
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Figura 25 — Gréfico de linhas ilustrando a viabilidade celular das solu¢des de prépolis e veiculos sem
propilenoglicol (Placa Y) nos diferentes periodos experimentais.

E importante o fato de ndo haver significAncia nos cruzamentos entre 0s
fatores “tempo x solucdo experimental”, pois indica que tais diferencas, em uma

analise global, foram independentes do nimero de dias do experimento (1, 3, 5 ou 7).
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A figura 26 ilustra a propor¢cdo de células viaveis, em cada tempo, nas
diferentes concentragdes de cada solugéo experimental sem propilenoglicol.

2,01 Veiculo: Alcool
0 Cc-
0 c+
[l P (0,001%) +V (0,03%)
151 B P (0,01%)+ V (0,33%)
’ B P (0,1%)+V (3,3%)
O V(0,03%)
[ V(0,33%)
10 H V(3.3%)
0,57

24 72 120 168
Tempo

Error Bars: +/- 1. SD

Figura 26 — Gréfico de colunas ilustrando a proporcao da média da viabilidade celular no teste a
longo prazo, nas solu¢des sem propilenoglicol (Placa Y).

Do mesmo modo, como as solugdes com prépolis apresentaram em geral,
valores maiores que 0s controles positivos, pode-se afirmar também que a proépolis
nas concentragdes do experimento, foi inécua aos fibroblastos da mucosa bucal e
gue até favoreceram uma ligeira proliferacdo, o que poderia contribuir clinicamente
no reparo de tecidos lesionados. Quanto aos veiculos, nas mesmas concentracdes
utilizadas com as solugbes com proépolis, apenas o veiculo hidroalcodlico sem
propilenoglicol na concentragéo de 3,33% apresentou ligeira toxicidade, sendo que a
meédia das 3 proliferacdes realizadas, houve aproximadamente 15% de morte celular
e ao final do sétimo dia de contato com a solucao, cerca de 30% das células haviam
morrido (Apéndice P). Quando em mistura com a prépolis, ndo houve tal situacéo,

podendo sugerir que a propolis amenizou 0os danos provocados por este veiculo.




6 DISCUSSAO

A propolis tem sido usada durante séculos pela humanidade, mas sé nos
altimos quarenta anos € que tem aumentado o interesse cientifico por estuda-la
(GHISALBERTI, 1979). As pesquisas com a propolis tém mostrado suas diversas

propriedades, dentre elas:

Propriedades Autores

Antimicrobiana Ikeno et al. (1991); Amoros et al. (1992); Tosi et al. (1996); Kujumgiev et al.
(1999); Martorell et al. (1999); Zarate-Pereira (1999); Koo et al. (2000); Murad
et al. (2002); Zarate-Pereira (2003); Sonmez et al. (2005); Boyanova et al.
(2006); Koru et al. (2007); Longhini et al. (2007); Najafi et al. (2007); Santos
et al. (2008); Parma-Neto (2008).

Anticarcinogénica  Grunberger et al. (1988); Matsuno et al. (1997); Banskota et al. (1998);
Banskota et al. (2000); Akao et al. (2003); Chen et al. (2004); Orsolic et al.
(2005a); Orsolic et al. (2005b); Ozkul et al. (2005); Orsolic et al. (2006); Li et
al. (2007); Najafi et al. (2007); Awale et al. (2008); Diaz-Carballo et al. (2008);
Inoue et al. (2008); Li et al. (2008); Bufalo et al. (2009).

Antimutagénica Tavares et al. (2006).

Antiinflamatéria e  Azevedo et al. (1986); Magro-Filho e Perri de Carvalho (1990); Mendoza et
cicatrizante al. (1991); Quintana Diaz (1992); Magro-Filho e Perri de Carvalho (1994);
Quintana Diaz et al. (1997); Silva et al. (2000); Quintana Diaz et al. (2003);

Rahal et al. (2003); Grégio et al. (2005); Sabir et al. (2005).

Antitlcera Cabarrocas e Gémez (1994); Lotufo et al. (2005); Barros et al. (2007); Lemos
et al. (2007); Levya e Mesa (2007); Santos et al. (2007).

Analgésica e de Silveira et al. (1988); Quintana Diaz (1996).
aumento da
resposta imune
local

Figura 27 — Estudos sobre as propriedades da propolis.

A origem vegetal da prépolis ja foi estudada por alguns pesquisadores. Em
nossa pesquisa, a origem da propolis, apesar de ndo comprovada quimicamente,
sugere ser Baccharis dracunculifolia, conhecida como Alecrim-do-campo ou
Vassourinha, devido essas plantas estarem presentes na area da colméia de onde a
propolis foi retirada e pela observagdo dos apicultores locais. Park et al. (2002),
Paredes-Gusman et al. (2003); Li et al. (2007); Funari et al. (2007) e Lemos et al.
(2007) identificaram essa planta como sendo a principal origem da prépolis originada
no Sudeste do Brasil.

Centenas de compostos quimicos ja foram identificados na propolis por varios

métodos:
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Métodos quimicos Autores

CLAE Park et al. (1997); Park et al. (2000b); Park et al. (2002); Paredes-
Gusman et al. (2003); Funari e Ferro (2006); Cuesta-Rubio et al. (2007);
Funari et al. (2007); Lemos et al. (2007).

CG-EM Bankova et al. (1998); Kujumgiev et al. (1999); Park et al. (2002); Ozkul
et al. (2005); Mani et al. (2006); Koru et al. (2007); Bafalo et al. (2009).

CCDAE Park et al. (1997); Park et al. (2000a); Park et al. (2000b); Park et al.
(2002); Paredes-Gusman et al. (2003); Bufalo et al. (2009).

RMN Park et al. (2000b); Paredes-Gusman et al. (2003); Albuquerque et al.,

2007; Cuesta-Rubio et al. (2007).
Figura 28 — Estudos sobre os métodos utilizados para analise da composicao quimica da propolis.

De acordo com Pereira et al. (2002), a caracterizagdo da qualidade da
propolis brasileira € um desafio multidisciplinar que a comunidade cientifica tem pela
frente, tendo em vista a variacdo de composi¢cdo e o grande niumero de compostos
bioativos. Na presente pesquisa, realizamos o fracionamento da propolis e
identificamos 4 compostos quimicos por RMN.

ApoOs o fracionamento da fracdo hexanica e analise dos dados espectrais de
RMN 'H e °C, isolamos um triterpeno conhecido como lupeol. Este composto
também foi encontrado por Albuquerque et al. (2007), em uma amostra de propolis
proveniente do Ceara.

A fracdo acetato de etila nos permitiu identificar 3 substancias, dentre elas um
composto quimico identificado foi o acido 3,5 — diprenil — 4 — hidroxicinamico, mais
conhecido como Artepillin C, que segundo Paredes-Gusman et al. (2003) e Paulino
(2005), nos paises asiaticos, principalmente no Japdo, ha intensa procura por
propolis do Brasil que contenham este composto quimico, e 0 mesmo ja é utilizado
nas transacdes para definir a qualidade do lote de prépolis brasileira a ser exportado
devido as suas propriedades bioldgicas. Essa substancia também foi encontrada por
Banskota et al. (1998), Paredes-Gusman (2003), Funari e Ferro (2006), Barros et al.
(2007), Funari et al. (2007), Lemos et al. (2007) e Li et al. (2007), ao examinarem a
propolis provenientes de alguns estados do Brasil, inclusive Mato Grosso do Sul.

Segundo Paulino (2005), acredita-se que as principais atividades
farmacoldgicas atribuidas a propolis brasileira estejam diretamente relacionadas
com a presenca de flavonoides e compostos fendlicos, especialmente o Artepillin
C®, patenteado pela industria farmacéutica japonesa (Hayashibara Pharmaceutica
Co, Okayama, Japédo). De acordo com o autor, essa substancia tem recebido

especial atencdo por ser o componente majoritario presente nas amostras de
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propolis brasileira e por apresentar importantes atividades biologicas, que em sua
pesquisa foram similares aquelas demonstradas para o extrato de propolis.

Outro constituinte identificado na fracdo acetato de etila foi 0 5,7 — diidroxi — 4’
metoxiflavone, que por meio da comparacdo dos dados espectroscopicos obtidos
com os registrados na literatura, permitiu a identificagdo desse flavonéide conhecido
como acacetina. Park et al. (1997) também isolaram essa substancia de amostras
de propolis dos estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande
do Sul, porém, ndo encontraram na proveniente do Mato Grosso do Sul.
Albuquergue et al. (2007) também identificaram esse composto.

A Ultima substancia isolada na fracdo acetato de etila, foi um flavondide
identificado como sendo o 3,5,7 — trihidroxi — 4" metoxiflavanol, que também foi
encontrado por Banskota et al. (1998) em amostras de propolis brasileira.

Quanto a citotoxicidade da propolis, esta ja foi analisada in vitro
anteriormente, porém, os estudos foram baseados principalmente na atividade dos
extratos etanolicos, extratos aquosos ou seus componentes isolados em células
cancerigenas, como nas pesquisas feitas por Grunberger et al. (1988); Matsuno et
al. (1997); Banskota et al. (1998); Banskota et al. (2000); Park et al. (2000a); Akao et
al. (2003); Chen et al. (2004); Lee et al. (2005); Orsolic et al. (2005b); Orsolic et al.
(2006); Li et al. (2007); Najafi et al. (2007); Awale et al. (2008); Diaz-Carballo et al.
(2008); Inoue et al. (2008); Li et al. (2008) e Bufalo et al. (2009). Algumas pesquisas
de biocompatibilidade da propolis também foram realizadas com células normais dos
tecidos, porém, observa-se na literatura um niamero muito superior de trabalhos que
utilizam linhagens cancerigenas. Grunberger et al. (1988) realizaram testes com
fibroblastos de embrido de rato Fischer; as células utilizadas por Lotufo (2003) foram
fibroblastos de mucosa bucal humana; Al-Shaher et al. (2004) utilizaram fibroblastos
da polpa e do ligamento periodontal de humanos; Lee et al. (2005), Somnez et al.
(2005) e Ozan et al. (2007) pesquisaram a biocompatibidade em fibroblastos
gengivais humanos; Ozkul et al. (2005) realizaram testes em linfécitos periféricos
humanos; Orsolic et al. (2006) usaram células epiteliais de bexiga humana; o
trabalho de Najafi et al. (2007) foi com linfécitos humanos e células de rim, figado e
baco de rato e por fim, Funari et al. (2007) investigaram fibroblastos de
camundongo.

Como foi visto, um grande numero de autores realizaram testes in vitro

utilizando diversas linhagens de células transformadas (cancerigenas) com o
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objetivo de avaliar a toxicidade da propolis, porém, de acordo com Kavalco (1999),
as linhagens de células transformadas diferem de varias formas, daquelas
preparadas a partir de células normais. Por exemplo, as linhagens cancerigenas
crescem sem se fixarem a uma superficie e proliferam-se em densidades muito altas
em placas de cultura e, segundo Arenholt-Bindslev e Bleeg (1990), um crescente
namero de pesquisadores tem mostrado que testes de citotoxicidade in vitro podem
ser mais convincentes quando séo realizados utilizando-se células mais relevantes,
por exemplo, aquelas que sdao homologas aos tecidos humanos de maior interesse.
Em nossa pesquisa, foram pesquisados os fibroblastos de mucosa bucal humana,
pois sdo as células de tecidos normais da cavidade bucal, que podem ser
influenciados pela solucdo de propolis testada, quando em tratamentos terapéuticos
na cavidade bucal.

Pela revisdo de literatura, pode-se constatar as diversidades de pesquisas
clinicas com animais e humanos, utilizando a prépolis para diferentes fins, como:
cura de feridas bucais, reparo de diferentes lesbes, tratamentos de processos
inflamatorios, bochechos antimicrobianos, entre outros. Segundo Huang et al.
(2002), existem véarias maneiras que 0os materiais podem influenciar a saude dos
tecidos moles como pela interacdo com componentes da saliva e da cavidade oral
ou pela interagdo direta com os tecidos adjacentes. Neste contexto, devido a
propolis interagir com os tecidos bucais nos diversos tratamentos, é fundamental
determinar sua biocompatibilidade.

A maior parte dos trabalhos publicados baseia-se na acdo da propolis sem
gualquer embasamento cientifico sobre suas propriedades citotéxicas. Uma vez que
testes in vivo demonstraram resultados positivos para a mutagenicidade da prépolis
(PEREIRA et al., 2008), e que existem relatos de estudos in vitro de citotoxicidade e
mutagenicidade da mesma (BANSKOTA et al., 1998; TAVARES et al., 2006), &
recomendavel moderar seu uso e desenvolver testes de
citotoxicidade/mutagenicidade para finalmente estabelecer as dosagens que
poderiam representar risco para a saude humana (PEREIRA et al., 2008).

Os testes de biocompatibilidade s&o essenciais na aceitacdo de qualquer
material, juntamente com outros testes que avaliem suas propriedades. Em funcao
do grande numero de produtos langcados no mercado e, por conseguinte, a serem
avaliados, torna-se necessario aprimorar as metodologias e selecionar aquelas mais

fidedignas quanto a presenca de possiveis elementos toxicos (HANKS et al., 1996).
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As células escolhidas para utilizacdo neste experimento foram os fibroblastos,
gue de acordo com Martins et al. (2009), sdo as principais células responsaveis pelo
reparo tecidual em quadro de inflamacéo tecidual. Além disso, optamos pelos
fibroblastos de mucosa bucal humana, pois esses locais da boca sdo muito
susceptiveis a lesGes ulcerativas que necessitam de intervencéo terapéutica como
medica¢cbes antiinflamatdrias, cicatrizantes e analgésicas, caracteristicas estas
atribuidas a proépolis.

Neste estudo, avaliamos a citotoxicidade, em cultura de fibroblastos de
mucosa bucal humana, de um extrato etanolico de propolis, em diferentes
concentragfes e veiculos. Buscou-se, com esta analise, fornecer informagdes a
respeito do comportamento das células, em contato com os extratos para que estes
possam, posteriormente, serem utilizados em estudos in vivo. Utilizamos a linhagem
de fibroblastos FLM, cedidos pelo laboratério de Bioodontologia da Universidade
Ibirapuera, obtidos a partir de culturas secundérias, uma vez que representam
células provenientes de culturas primarias que foram removidas diretamente de
tecidos de um organismo (KAVALCO, 1999).

Apesar de encontrarmos poucos estudos sobre citotoxicidade em cultivo de
fibroblastos de extratos de propolis na literatura, varios trabalhos clinicos
demonstram sua eficacia. A maior parte desses trabalhos refere a acao da propolis
de diferentes regides do Brasil e do mundo, porém, existem poucos estudos clinicos
e nenhum sobre a citotoxicidade da propolis originaria do Mato Grosso do Sul.

Para simular in vitro condi¢ées analogas aos tecidos lesionados, que ocorrem
frequentemente na cavidade bucal, privamos parcialmente as células de nutrientes,
isso quer dizer que no momento do experimento com as solucdes-teste, o cultivo foi
feito em DMEM com quantidade insatisfatoria de fatores de crescimento. Esse déficit
nutricional foi obtido pela diminuicdo na concentracdo de soro fetal bovino nos meios
de cultura de 10% para 5%. Com isso, simulamos em parte, uma situacdo de
estresse das células semelhante ao que ocorre in vivo com os fibroblastos do tecido
conjuntivo sem a protecéo do tecido epitelial, ficando sujeito a diversas injurias. Esse
trabalho foi semelhante ao realizado por Lotufo (2003).

Os veiculos escolhidos para preparar as solucdes de prépolis utilizada na
pesquisa, foram: solucéo hidroalcodlica com propilenoglicol e sem propilenoglicol. A
porcentagem de cada um desses componentes foi semelhante ao realizado por

Lotufo (2003) e Ozan et al. (2007). A maior parte dos trabalhos clinicos e com



96

culturas celulares, realizados com a propolis, utilizam agua e etanol como veiculos
principais. O propilenoglicol também foi utilizado em algumas pesquisas (SILVEIRA
et al., 1988; QUINTANA DIAZ, 1996; LOTUFO, 2003; LOTUFO et al., 2005;
SONMEZ et al., 2005; OZAN et al., 2007; SANTOS et al., 2008). No nosso trabalho,
escolhemos o propilenoglicol, pois 0 mesmo é muito usado em diversas preparacdes
farmacéuticas. Apesar da baixa concentracdo utilizada (5%), a pretenséo foi avaliar
se 0 mesmo acarretaria alguma diferenca na viabilidade celular.

Segundo Marcucci (1995; 1996), o etanol é o solvente mais comumente
utilizado para preparacdes de extratos de propolis, e outros solventes tais como éter-
etilico, dgua, metanol, éter-petrdleo e cloroformio sdo usados para extragdo e
identificacdo de muitos compostos da propolis. Além destes, glicerina, propilenoglicol
e algumas solucbes oleosas tém sido usadas nas preparacdes a base de propolis
pela industria farmacéutica e cosmética (TOSI et al., 1996). Segundo Lotufo (2003),
o propilenoglicol proporciona a obtencédo de uma solu¢gdo menos viscosa que o EEP,
facilitando a aplicacao clinica devido a sua consisténcia. De acordo com Longhini et
al. (2007), o propilenoglicol é utilizado amplamente no mercado farmacéutico, por
serem menos agressivos do que o alcool a pele e mucosas e propiciarem formas
farmacéuticas emulsionadas mais estaveis.

Pela revisdo de literatura, constatamos que a maioria dos trabalhos com a
propolis utiliza uma metodologia propria. Muitas pesquisas nao descrevem a
porcentagem das substancias utilizadas para a elaboracdo da solucédo testada. A
partir desse contexto, torna-se dificil fazer analises comparativas dos resultados e
padronizar a amostra experimental.

E importante notar que as células utilizadas em testes com cultura celular s&o
mais sensiveis aos efeitos toxicos das drogas, pois as substancias a serem testadas
irdo interagir diretamente com as mesmas em monocamada, sem haver interacao
com o organismo (CIAPETTI et al., 1996; MARTINS et al., 2009). Nos estudos in
vivo, além de outras células estarem presentes (neutrofilos, vasos sanguineos e
linfaticos), na mucosa bucal, os fibroblastos ndo estdo em monocamada, e sim, em
varias camadas no tecido conjuntivo.

Segundo Koulaouzidou et al. (1999), embora os resultados dos testes que
avaliam a citotoxicidade in vitro possam néo ter uma correlagdo direta com os in

vivo, € seguro afirmar que, se um material induz, comprovadamente, uma reagao
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citotoxica em testes envolvendo cultura de células, € muito provavel que desenvolva
efeitos toxicos quando aplicado em tecido vivo.

Para avaliar a citotoxicidade das solu¢cdes hidroalcodlicas de propolis com e
sem propilenoglicol, realizamos experimentos de curto e longo prazo. Nos testes de
viabilidade celular em curto prazo, foram testadas 5 concentracoes (1%, 0,5%, 0,1%,
0,01% e 0,001%) das solucbes de prépolis e dos respectivos veiculos na mesma
concentracdo quando em solucdo. As concentracdes das solucdes e dos veiculos
foram obtidos por diluicdes seriadas, a partir da solucéo estoque de prépolis (3%) ou
dos veiculos, em DMEM 5% SBF, no momento da realizacdo do experimento. Essas
concentragbes foram escolhidas para pré-analise do efeito citotdéxico, em curto
prazo, para posteriormente, realizarmos testes de longo prazo. Os experimentos
foram realizados em triplicata para cada concentragao, e a citotoxicidade in vitro das
substéancias em cultura de fibroblastos foram comparadas ao grupo controle, no qual
estava presente somente DMEM 5% SBF em contato com as células.

Para quantificacdo da proporcdo de células viaveis, em ambos os testes,
curto e longo prazo, foi utilizado o teste do resazurin. Este teste comecou a ser
usado ha aproximadamente 50 anos para avaliar a contaminagdo bacteriana do leite
e qualidade do sémen e tem sido comercializado desde 1993, como Alamar Blue®
(O'BRIEN et al., 2001). A avaliacdo da citotoxicidade usando esse método ja foi
utiizada em diversas linhagens celulares, por exemplo: fibroblastos (VOYTIK-
HARBIN et al.,, 1998), células endoteliais de cornea de coelhos (LARSON et al.,
1997), células de cérnea de porco (PERROT et al., 2003), linfécitos humanos e de
camundongos (AHMED et al., 1994), linhagens de células de cancer (NAKAYAMA et
al., 1997).

Segundo Mossman (1983), os testes colorimétricos, como o do resazurin ou
MTT, compartilha com o teste radiois6topo a vantagem da quantificacdo precisa da
viabilidade celular e compatibilidade com programa de analise em computadores.
Este representa um teste de leitura rapida e grandes quantidades de dados podem
ser gerados.

Shimazawa et al. (2005) também avaliaram a sobrevivéncia celular (cultura
celular PC 12) apos utilizacdo de extratos de propolis verde por meio da mudanca na
intensidade fluorescente, resultante da reducdo do resazurin a resofurina. A

viabilidade celular foi avaliada apos imerséo da solucao de resazurin a 10% no meio
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celular por 3 horas a 37°C, e a fluorescéncia foi registrada a 560/590nm. Essa
metodologia de leitura foi semelhante a utilizada em nossa pesquisa.

Na viabilidade celular a curto prazo, foi encontrado que nas concentragcdes de
0,5%, a solucéo hidroalcodlica de prépolis com propilenoglicol e sem propilenoglicol,
47% das células permaneceram viaveis. Na analise dos veiculos, no veiculo
hidroalcodlico com propilenoglicol e sem propilenoglicol, 51% e 79% das células
permaneceram viaveis, respectivamente. Ou seja, na concentracao de 0,5%, a Unica
solucdo que causou minima toxicidade, foi o veiculo hidroalcodlico sem
propilenoglicol. Na concentracdo de 1%, os resultados foram piores, visto que
causaram maior propor¢ao de morte celular (Tabela 1). Nas concentracdes de 0,1%,
0,01% e 0,001%, todas as solucbes e respectivos veiculos causaram pouca ou
nenhuma morte celular, com mais de 90% de viabilidade celular. A partir desses
resultados, pode-se afirmar que pelo teste de curto prazo, as concentracdes de 0,5%
e 1% foram toxicas aos fibroblastos da mucosa bucal. Como as outras
concentracfes apresentaram resultados favoraveis a curto prazo, decidimos realizar
testes de longo prazo, para confirmar e analisar mais detalhadamente por um maior
periodo essa situacao.

Na segunda avaliacdo, analisamos o0 cruzamento dos quatro fatores
envolvidos na pesquisa, que foram: tempo experimental (1, 3, 5 e 7 dias),
proliferacdo (1%, 22 e 3?), veiculo (com propilenoglicol e sem propilenoglicol) e
solucdes experimentais.

A obtencdo da proporcdo de células vidveis, comparados aos controles
positivo e negativo, nos indicou que apenas duas solugbes das 12 testadas,
apresentaram algum grau de toxicidade contra os fibroblastos da mucosa jugal.

Na concentracdo da solucéao hidroalcoodlica de propolis 0,001% com e sem
propilenoglicol e seus respectivos veiculos em iguais concentracdes, os resultados
amostrais foram semelhantes ou até mesmo superiores aos das culturas controles,
mostrando que essas solucdes, nessa concentracdo, foram indcuas aos fibroblastos
FLM. Lotufo (2003) realizou uma pesquisa com a propolis do tipo 12, porém, utilizou
apenas solucdo hidroalcodlica com propilenoglicol, nas mesmas concentracdes
utilizadas no presente estudo e também encontrou que a proliferacdo celular foi
semelhante as culturas controle nessa concentragao.

Na concentracdo das solucdes pesquisadas a 0,01%, algumas apresentaram

proporcdes de células ligeiramente inferiores as solu¢des controles, porém, foram
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insignificantes estatisticamente. Essas solu¢des, nessa concentracdo, também
mostraram o aspecto biocompativel com as células em questdo. O trabalho de
Lotufo (2003) mostrou que nessa concentracdo, as células proliferaram do primeiro
ao quinto dia, porém, a partir do quinto dia, houve diferenca estatisticamente
significante  com o0 controle. Apesar disso, as solugcbes testadas foram
biocompativeis.

Na concentracdo das solucdes do nosso estudo a 0,1%, as solu¢cdes com a
presenca de propolis, mantiveram a viabilidade das células, ligeiramente superior as
solugdes controles, porém, os respectivos veiculos, nessa concentragdo, causaram
ligeira citotoxicidade na amostra observada. Nossos resultados foram um pouco
diferentes dos encontrados por Lotufo (2003), pois nessa concentracdo, apos 0O
terceiro dia, tanto na solugcdo com a propolis, quanto no veiculo isolado, ocorreu uma
diminuicdo progressiva do numero de ceélulas, bem inferior a solugdo controle.
Segundo a autora, essa concentragdo € a que mais se aproxima da indicacdo para
uso clinico.

Como os trabalhos realizados para avaliar a citotoxicidade de extratos de
propolis ou de alguns de seus constituintes utilizaram linhagens celulares e
metodologias diferentes da nossa pesquisa, tornou-se dificil comparar diretamente
os resultados. Al-Shaher et al. (2004), Lee et al. (2005), Sonmez et al. (2005) e
Funari et al. (2007), ao utilizarem diferentes concentracfes de propolis, observaram
qgue houve morte celular diretamente proporcional ao aumento da concentragcéo. Ja
nas pesquisas realizadas por Orsolic et al. (2006) e Najafi et al. (2007), as
concentragfes utilizadas pelos autores ndo foram toxicas as ceélulas epiteliais de
bexiga e linfocitos, respectivamente analisados.

Ozan et al. (2007) realizaram uma pesquisa com propolis em um veiculo
semelhante ao da nossa pesquisa, porém, encontraram que as solucdes
hidroalcodlicas de propolis com propilenoglicol nas concentracdes de 1,0%; 2,5% e
5,0% nao foram citotoxicas aos fibroblastos gengivais pelo teste de difusdo em agar,
apresentando ligeira citotoxicidade quando utilizada a 10%. Resultados estes bem
diferentes dos apresentados na presente pesquisa, visto que a concentracao a 0,5%
causou mais de 50% de morte dos fibroblastos.

Em nosso trabalho, na andlise dos periodos experimentais (1, 3, 5 e 7 dias)
das solugbes com propilenoglicol, identificamos que  houve morte celular

estatisticamente significativa do 1° para o 7° dia. O percentual de células viaveis do
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primeiro para o sétimo dia caiu em 13,71%. J& nas solugbes sem propilenoglicol,
nao foi constatada diferencas significativas entre os tempos na analise de variancia
ANOVA e confirmado pelo teste de Tukey.

A partir do fato anterior, podemos sugerir que o propilenoglicol apresentou
efeitos indesejaveis no teste de citotoxicidade a longo prazo, pois causou maior
porcentagem de morte celular nos periodos experimentais mais tardios.

Segundo Lotufo (2003), apesar dos dados obtidos com a metodologia in vitro
do cultivo celular ndo poderem ser aplicados diretamente no individuo in vivo, essas
pesquisas apontam caminhos para o uso da propolis na terapéutica em lesées
bucais, como por exemplo, em Ulceras aftosas recorrentes.

Os nossos resultados sao promissores na indicacdo do uso da prépolis no
tratamento de diversas afec¢cbes bucais, visto que ndo agrediu os fibroblastos em
baixas concentracdes, porém, deve ser utilizado com cautela, uma vez que
concentracbes acima de 0,5% causaram mais de 50% de morte celular, como
indicado pelos resultados do teste de curto prazo, realizado nesta pesquisa.

Este estudo serve de subsidio para futuras investigacées no desenvolvimento
de produtos topicos que, ap6s estudos in vivo, poderdo ser utilizados, com
seguranca, no tratamento de lesdes inflamatérias da cavidade bucal e de outros
tecidos. Tendo em vista que a boca é sede de inUmeras doencas que se manifestam
como ulceras sintomaticas, algumas crénicas e recorrentes, um produto natural com
acao antiinflamatoria e cicatrizante torna-se excelente auxiliar terapéutico dessas

lesdes.



7 CONCLUSOES

a) A analise quimica da propolis verde proveniente do Estado do Mato Grosso do
Sul, permitiu identificar quatro substancias quimicas: lupeol, acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (Artepillin C®), 5,7-diidroxi-4’-metoxiflavone (acacetina) e 3,5,7-
trihidroxi-4’-metoxiflavonol,

b) A analise da citotoxicidade a curto prazo foi depende da concentracao utilizada e
permitiu concluir que:

- As solugdes com propolis a 0,5% e 1% foram citotoxicas aos fibroblastos, com mais
de 50% de morte celular;

- As solucdes e os veiculos a 0,001%, 0,01% e 0,1% foram biocompativeis;

c) A andlise da citotoxicidade a longo prazo a 0,001%, 0,01% e 0,1% determinou
que:

- As solucdes de propolis com propilenoglicol, nestas concentracdes, ndo foram
citotoxicas, portanto biocompativeis aos fibroblastos, porém, houve significativa
morte celular apos 7 dias;

- As solucdes de prépolis sem propilenoglicol foram biocompativeis in vitro, néo

apresentando significativa morte celular com o passar do tempo;
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APENDICE A

P 0,001% | P 0,001% | P 0,001% | V 0,03% V 0,03% V 0,03%
+V +V +V
0,03% 0,03% 0,03%

V 3,33% V 3,33% V 3,33%

P05%+ |P05%+ | P05%+ | V16,5% V 16,5% V 16,5%
V16,5% |V 16,5% |V 16,5%

P 1% + P 1% + P 1% +
V/IPG 33% | VIPG 33% | V/PG 33%

Figura 1 - Desenho esquematico de uma placa com 96 pocos para teste de viabilidade celular a curto prazo.



APENDICE B

V/IPG 0,33% | VIPG 0,33% | V/PG 0,33%

Figura 2 - Desenho Esquematico da placa com 24 pogos — Solugdes com propilenogicol —
“Placa X” (Teste de sobrevivéncia celular a longo prazo).

V 0,33% V 0,33% V 0,33%

Figura 3 - Desenho esquematico da Placa com 24 pogos — SolugBes sem propilenoglicol —

“Placa Y” (Teste de sobrevivéncia celular a longo prazo).
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APENDICE C
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Figura 4 - Espectro de RMN "H do lupeol isolado da prépolis
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Figura 5 - Espectro de RMN ~C do lupeol isolado da prépolis.
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Figura 6 - Espectro de RMN “H do &cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) isolado da prépolis.

123



APENDICE F

T T T T T
180 160 140 120

T
100

T
80

T
60

T
40

T
20

T
ppm

Current Data Parameters

NAME FRACETP3-20-3
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20090918
Time 8.17
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13C/
PULPROG zgpg30
b} 32768
SOLVENT MeOD
NS 363
DS 2
SWH 18832.393 Hz
FIDRES 0.574719 Hz
AQ 0.8700404 sec
RG 3649.1
DwW 26.550 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Dl 0.15000001 sec
dil 0.03000000 sec
DELTA 0.05000000 sec
TDO 1
CHANNEL f1
NUC1 13c
Pl 8.50 usec
PL1 -3.00 dB
SFO1 75.4768036 MHz
CHANNEL f2 ==
CPDPRG2 waltz16
Nuc2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -4.00 dB
PL12 12.83 dB
PL13 12.83 dB
SFO2 300.1312005 MHzZ
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4676553 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

Figura 7 - Espectro de RMN “°C do &cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) isolado da prépolis.
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Figura 8 - Espectro de RMN “H do 5, 7-diidroxi-4’-metoxiflavone (Acacetina) isolado da prépolis.
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Figura 9 - Espectro de RMN **C da 5,7-diidroxi-4-metoxiflavone (Acacetina) isolada da prépolis.
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Figura 10 - Espectro de RMN *H do 3, 5,7 trihidroxi-4'-metoxiflavonol isolado da prépolis.
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Figura 11 - Espectro de RMN 3¢ do 3, 5,7 triihidroxi-4'-metoxiflavonol isolado da propolis.
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APENDICE L

Tabela 1 - Valores originais correspondentes a propor¢ao de células viaveis no teste
de viabilidade celular a curto prazo.

Solugdes Experimento
1x 2x 3x MEDIA DESVIO
PADRAO
P (0,001%)+V/PG (0,03%) 24 1.13 1.00 1.09 1.07 0.07
P (0,01%)+V/PG (0,33%) 24 1.02 1.02 0.93 1.00 0.06
P (0,1%)+V/PG (3,33%) 24 1.11 1.00 0.92 1.01 0.11
P (0,5%)+V/PG (16,50%) 24 0.59 0.42 0.39 0.47 0.12
P (1%)+V/PG (33,00%) 24 0.24 0.18 0.19 0.21 0.04
V/PG (0,03%) 24 0.98 1.01 1.00 1.00 0.02
V/IPG (0,33%) 24 0.92 0.98 0.87 0.93 0.06
VIPG (3,33%) 24 0.98 0.94 0.85 0.93 0.08
V/IPG (16,50%) 24 0.52 0.52 0.48 0.51 0.02
V/IPG (33,00%) 24 0.31 0.31 0.29 0.31 0.01
P (0,001%)+V (0,03%) 24 1.03 1.07 1.07 1.06 0.02
P (0,01%)+V (0,33%) 24 0.88 0.89 0.98 0.92 0.06
P (0,1%)+V (3,33%) 24 0.99 0.97 0.97 0.98 0.01
P (0,5%)+V (16,50%) 24 0.47 0.47 0.45 0.47 0.02
P (1%)+V (33,00%) 24 0.23 0.19 0.18 0.21 0.03
V (0,03%) 24 1.02 1.04 1.11 1.06 0.05
V (0,33%) 24 0.96 0.95 1.05 0.99 0.06
V (3,33%) 24 0.92 0.94 0.97 0.95 0.03
V (16,50%) 24 0.69 0.76 0.92 0.79 0.14
V (33,00%) 24 0.27 0.29 0.51 0.36 0.16
C+ 24 0.99 0.98 1.02 1.00 0.02

C- 24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Tabela 2 - Valores originais correspondentes a propor¢ao de células viaveis no teste

de sobrevivéncia celular a longo prazo — “Placa X".

PLACA X 1a proliferacéo 2a proliferacao 3a proliferacao PROLIFERACAO

Solucbes Horas 1x 2x 3x 1x 2x 3x 1x 2x 3x 12 22 3?
P (0,001%)+V/PG (0,03%) 168 114 | 111 | 104 [1.08 | 094 | 092 | 0.97 |0.94| 1.00 | 1.10 | 0.98 | 0.97
P (0,01%)+V/PG (0,33%) 168 1.32 1.19 1.05 | 1.10 | 0.87 | 0.83 | 1.07 |0.95| 0.93 | 1.19 | 0.93 | 0.98
P (0,1%)+VIPG (3,3%) 168 155 | 126 | 1.28 [ 094 | 0.90 | 0.74 | 1.00 |0.99| 0.93 | 1.36 | 0.86 | 0.97
V/PG (0,03%) 168 1.15 1.12 121 | 101|107 | 1.05| 0.89 |1.00| 0.92 | 1.16 | 1.05 | 0.93
VIPG (0,33%) 168 106 | 113 | 1.15 [ 058 | 0.56 | 0.86 | 0.86 |0.91| 0.92 | 1.12 | 0.67 | 0.89
V/PG (3,3%) 168 0.65 0.56 | 0.65 | 044 | 047 | 061 | 0.85 |0.68| 0.92 | 0.62 | 0.51 | 0.82
C+ 168 129 | 115 | 056 | 1.15 | 1.00 | 0.85 | 1.07 |0.93| 0.99 | 1.00 | 1.00 | 1.00
C- 168 -0.05 | 0.02 | 0.04 |-0.02|-0.02| 0.04 | 0.01 [0.00|-0.01 | 0.00 | 0.00 | 0.00
P (0,001%)+V/PG (0,03%) 120 133 | 127 | 123 [ 099 |[1.01 116 | 116 |1.04| 1.13 |1.28|1.05 ]| 1.11
P (0,01%)+V/PG (0,33%) 120 1.33 1.20 1.29 | 095|091 | 090 | 1.09 |1.08| 1.03 | 1.27 | 0.92 | 1.07
P (0,1%)+VIPG (3,3%) 120 123 | 114 | 111 [ 092 | 0.90 | 0.93 | 1.00 |1.02| 1.07 | 1.16 | 0.91 | 1.03
V/PG (0,03%) 120 1.25 1.19 1.28 | 098 | 1.10 | 1.02 | 1.05 |1.20| 1.07 [ 124 |1.04 | 1.11
VIPG (0,33%) 120 134 | 119 | 120 [ 084 | 085 | 0.96 | 1.00 |0.97| 0.76 | 1.24 | 0.89 | 0.91
VIPG (3,3%) 120 0.69 | 076 | 0.79 | 0.70 | 0.67 | 0.82 | 0.63 |0.70| 0.69 | 0.75 | 0.73 | 0.67
C+ 120 1.22 1.12 | 066 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.04 [1.04| 0.91 | 1.00 | 1.00 | 1.00
C- 120 0.09 | 0.04 | -0.13 |-0.02 | -0.01 | 0.03 | 0.00 [0.00| 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00
P (0,001%)+V/PG (0,03%) 72 0.95 126 | 087 | 119|101 |119] 087 [0.89]| 0.89 | 1.03|1.13 | 0.88
P (0,01%)+V/PG (0,03%) 72 119 | 1.04 | 119 (110 | 1.03 | 095|092 |095| 0.84 | 1.14 | 1.03 | 0.90
P (0,1%)+VIPG (3,3%) 72 1.18 1.19 1.09 | 1.09 | 1.00 | 1.01 | 0.94 |0.91| 0.92 | 1.15 | 1.03 | 0.92
VIPG (0,03%) 72 108 |1.00 | 1.25 [ 091 | 1.05|1.02 | 0.94 |1.03| 1.13 | 1.11 | 1.00 | 1.03
V/PG (0,33%) 72 0.98 1.08 1.27 | 0.76 | 0.85 | 0.93 | 0.88 |0.85| 1.09 | 1.11 | 0.85 | 0.94
VIPG (3,3%) 72 0.62 | 088 | 096 | 078 | 0.82 | 1.12 | 0.61 [0.64| 0.92 | 0.82 | 0.91 | 0.72
C+ 72 1.25 099 | 0.76 | 1.04 | 0.97 | 099 | 0.97 |1.03| 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
C- 72 -0.07 | 0.05 | 0.02 |-0.13 | 0.06 | 0.06 | -0.03 | 0.01| 0.02 | 0.00 | 0.00 | 0.00
P (0,001%)+V/PG (0,03%) 24 110 | 129 | 063 [ 058 | 0.96 | 0.84 | 1.31 |1.35| 1.30 | 1.01 | 0.79 | 1.32
P (0,01%)+V/PG (0,33%) 24 148 | 129 | 1.10 [ 084 | 095 | 094 | 149 |1.43| 146 | 1.29 | 0.91 | 1.46
P (0,1%)+VIPG (3,3%) 24 1.65 1.32 1.34 | 097 | 1.04 | 095 | 1.35 |1.45| 146 | 1.44 | 0.99 | 1.42
VIPG (0,03%) 24 101 | 072 | 131 [ 082 | 080|078 | 140 |1.43| 151 |1.01 | 0.80 | 1.45
V/PG (0,33%) 24 0.94 134 | 160 | 068 | 0.73 | 0.65 | 1.23 [1.21| 1.35 | 1.29 | 0.69 | 1.26
VIPG (3,3%) 24 110 | 124 | 139 [ 080 | 074|068 | 1.21 |1.35| 1.31 | 1.24 | 0.74 | 1.29
C+ 24 0.80 1.10 1.10 | 0.99 | 0.93 | 1.08 | 0.69 [1.05| 1.26 | 1.00 | 1.00 | 1.00
C- 24 -0.05 | 0.16 | -0.12 | 0.10 | -0.06 | -0.03 | 0.16 | 0.11 | -0.27 | 0.00 | 0.00 | 0.00
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Tabela 3 - Valores originais correspondentes a propor¢ao de células viaveis no teste

de sobrevivéncia celular a longo prazo — “Placa Y”.

PLACAY la proliferagéo 22 proliferagéo 3a proliferacdo PROLIFERACAO
Solucbes Horas 1x 2X 3x 1x 2x 3x 1x 2X 3x la 22 32
P (0,001%)+V (0,03%) 168 114 | 110 | 1.05 | 098 | 0.99 | 0.96 | 1.09 | 0.98 | 1.02 | 1.10 | 0.98 | 1.03
P (0,01%)+V (0,33%) 168 123 | 1.07 | 1.01 | 098 | 095 | 102 | 098 | 0.96 | 0.89 | 1.11 | 0.98 | 0.95
P (0,1%)+V (3,3%) 168 1.42 1.07 1.11 094 | 09 | 1.04 | 107 | 1.01 | 098 | 1.20 | 0.98 | 1.02
V (0,03%) 168 1.04 | 1.05 | 110 | 1.00 | 1.01 | 103 | 095 | 099 | 1.07 | 1.06 | 1.01 | 1.00
V (0,33%) 168 0.99 1.07 1.14 093 | 1.00| 1.03 | 0.84 | 0.84 | 0.96 | 1.07 | 0.98 | 0.88
V (3,3%) 168 055 | 062 | 0.74 | 0.73 | 062 | 0.90 | 0.55 | 0.64 | 0.97 | 0.64 | 0.75 | 0.72
C+ 168 1.28 1.12 | 0.60 1.05 [ 0.96 | 0.99 | 1.03 | 0.96 | 1.02 | 1.00 | 1.00 | 1.00
C- 168 -0.05 | 0.01 | 0.05 | -0.04 | 0.00 | 0.04 | 0.01 | 0.00 | -0.01 | 0.00 | 0.00 | 0.00
P (0,001%)+V (0,03%) 120 095 | 119 | 1.06 | 091 | 097 | 094 | 107 | 110 | 1.17 | 1.07 | 0.94 | 1.11
P (0,01%)+V (0,33%) 120 1.26 1.07 1.10 1.01 | 092 | 094 | 1.03 | 1.06 | 1.08 | 1.14 | 0.96 | 1.06
P (0,1%)+V (3,3%) 120 129 | 117 | 101 | 095 | 092 | 0.94 | 1.03 | 0.95 | 1.02 | 1.16 | 0.93 | 1.00
V (0,03%) 120 1.09 1.02 1.07 092 | 095 | 097 [ 121 | 124|134 | 1.06 | 0.95 | 1.26
V (0,33%) 120 0.97 1.00 | 0.98 087 | 089 | 098 | 100 | 1.01 | 1.09 | 0.98 | 0.91 | 1.03
V (3,3%) 120 0.67 | 077 | 074 | 071 | 0.71 | 0.86 | 1.03 | 0.81 | 1.15 | 0.73 | 0.76 | 1.00
C+ 120 1.27 1.12 | 0.61 1.05 [ 098 | 0.97 | 1.06 | 1.07 | 0.86 | 1.00 | 1.00 | 1.00
C- 120 | -0.03 | 0.02 | 0.02 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | -0.01| 0.02 | -0.01 | 0.00 | 0.00 | 0.00
P (0,001%)+V (0,03%) 72 0.93 1.10 1.08 1.10 [ 1.05| 111 | 086 | 098 | 1.11 | 1.04 | 1.09 | 0.98
P (0,01%)+V (0,33%) 72 1.07 | 1.00 | 093 | 1.17 | 087 | 092 | 1.04 | 0.87 | 0.82 | 1.00 | 0.99 | 0.91
P (0,1%)+V (3,3%) 72 1.10 0.93 | 0.97 1.13 | 1.04 | 1.10 | 0.98 | 1.01 | 0.90 | 1.00 | 1.09 | 0.96
V (0,03%) 72 1.07 1.06 1.15 094 [ 109 | 092 | 093 | 112 | 095 | 1.09 | 0.98 | 1.00
V (0,33%) 72 102 | 093 | 101 | 0.86 | 095 | 1.02 | 0.74 | 0.92 | 1.00 | 0.99 | 0.95 | 0.89
V (3,3%) 72 0.58 0.82 1.22 092 | 098 | 1.13 | 065 | 0.76 | 0.99 | 0.87 | 1.01 | 0.80
C+ 72 119 | 100 | 081 | 0.95 | 094 | 1.11 | 1.06 | 0.96 | 0.98 | 1.00 | 1.00 | 1.00
C- 72 -0.02 | -0.04 | 0.06 0.00 [-0.01| 0.01 | 0.00 | -0.06 | 0.06 | 0.00 | 0.00 | 0.00
P (0,001%)+V (0,03%) 24 092 | 115 | 066 | 091 | 106 | 087 | 1.78 | 1.74 | 1.64 | 0.91 | 0.95 | 1.72
P (0,01%)+V (0,33%) 24 1.16 0.78 1.13 085 | 094 | 090 [ 132 | 154|144 | 1.03 | 0.89 | 1.43
P (0,1%)+V (3,3%) 24 113 | 124 | 109 | 090 | 1.04 | 1.06 | 1.49 | 156 | 1.46 | 1.15 | 1.00 | 1.50
V (0,03%) 24 0.83 0.58 | 0.93 0.71 | 095 | 085 | 146 | 1.39 | 1.37 | 0.78 | 0.84 | 1.40
V (0,33%) 24 0.66 | 0.71 | 093 | 0.76 | 080 | 0.72 | 1.19 | 1.00 | 1.02 | 0.77 | 0.76 | 1.07
V (3,3%) 24 0.80 0.98 1.15 095 | 086 | 079 | 1.20 | 1.07 | 1.12 | 0.97 | 0.87 | 1.13
C+ 24 099 | 101 | 099 | 097 | 098 | 1.04 | 0.87 | 0.95 | 1.19 | 1.00 | 1.00 | 1.00
C- 24 -0.30 | 0.19 | 0.11 | -0.04 | -0.04| 0.08 | -0.01 | 0.06 | -0.04 | 0.00 | 0.00 | 0.00

Valores originais correspondentes a proporcao de células viaveis no teste de

longo prazo — “Placa Y”

sobevivéncia celular a
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Tabela 4 - Valores das médias e desvios-padrdes amostrais da viabilidade celular, das solu¢des com propilenoglicol, relativos aos

cruzamentos solucao x tempo x proliferacéo

TABELA 8: PLACA "X" ( SOLUCAO X TEMPO X PROLIFERA CAO)

. 1DIA 3 DIAS 5 DIAS 7 DIAS

SoLucAo la | 2a | 3a |yec ] DESV. | 1a | 2a | 3a | oo | DESV. | 1a | 2a | 3a [, oo | DESV. | 1a | 2a | 3a [, eo | DESV.

PR. | PR. | PR. PADR. | PR. | PR. | PR. PADR. | PR. | PR. | PR PADR. | PR. | PR. | PR. PADR.

P (0,001%)+V/PG (0,03%) | 1006 | 0.793 | 1319 | 1.039 | 0302 | 1.028 [ 1.131 | 0.885 | 1.014 | 0.57 |1277 | 1.052 | 1.110 | 1.147 | 0102 |1.097 | 0.981 | 0.970 | 1.016 | 0.065
P (0,01%)+V/PG (0,33%) | 1289 | 0911 | 1.462 | 1221 | 0264 | 1140 | 1.028 | 0.903 | 1.024 | 0120 |1.274 | 0.921 | 1.066 | 1.087 | 0098 | 1.188 | 0.935 [ 0.984 | 1.036 | 0.097
P (0,1%)+V/PG (3,33%) 1.439 | 0.987 | 1.418 1.281 0.243 1.150 | 1.035 | 0.924 1.036 0.105 1.159 | 0.915 | 1.027 1.034 0.122 1.363 | 0.860 | 0.974 | 1.066 0.145
V/PG (0,03%) 1.012 | 0.803 | 1.445 1.087 0.321 1.110 | 0.996 | 1.032 1.046 0.101 1.238 | 1.035 | 1.107 1.127 0.144 1.162 | 1.045 | 0.934 | 1.047 0.046
V/PG (0,33%) 1.295 | 0.685 | 1.264 1.081 0.343 1.110 | 0.849 | 0.942 | 0.967 0.156 1.241 | 0.887 | 0.910 1.013 0.067 1.115 | 0.667 | 0.895 | 0.892 0.100
V/PG (3,33%) 1.243 | 0.741 | 1.291 1.092 0.278 0.820 | 0.906 | 0.724 | 0.817 0.172 0.746 | 0.729 | 0.674 | 0.716 0.161 0.623 | 0.509 | 0.817 0.147
C+ 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000 0.173 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000 0.126 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000 0.185 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000 0.180
c. 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.144 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.065 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.017 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.033
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Tabela 5 - Valores das médias e desvios-padrdes amostrais da viabilidade celular, das solu¢des com propilenoglicol, relativos aos

cruzamentos solucao x tempo x proliferacéo

TABELA 9: PLACA"Y" ( SOLUGAO X TEMPO X PROLIFERA CAO)

- 1DIA 3 DIAS 5 DIAS 7 DIAS

T [ TE [ Tweon] paw o T2 [ on [weon] pew | om | o | on [veon] pew | om | 2 | on [Meon] pao
P (0,001%)+V (0,03%) 0.909 | 0.945 | 1.719 | 1.191 0.419 | 1.037 | 1.088 | 0.984 | 1.036 0.091 | 1.065 | 0.941 | 1.114 | 1.040 0.102 | 1.098 [ 0.976 | 1.031 | 1.035 0.065
P (0,01%)+V (0,33%) 1.025 | 0.894 | 1.433 | 1.117 0.272 1.002 | 0.986 | 0.911 | 0.966 0.115 1.144 | 0.957 | 1.059 | 1.054 0.098 1.108 | 0.983 | 0.945 | 1.012 0.097
P (0,1%)+V (3,33%) 1.152 | 1.000 | 1.500 | 1.217 0.231 1.002 | 1.090 | 0.962 1.018 0.081 1.155 | 0.934 | 1.000 1.030 0.122 1.201 | 0.977 | 1.021 1.066 0.145
V (0,03%) 0.782 | 0.839 | 1.404 | 1.008 0.318 1.092 | 0.981 | 1.000 | 1.024 0.090 1.059 | 0.948 | 1.262 1.090 0.144 1.064 | 1.014 | 1.004 | 1.028 0.046
V (0,33%) 0.766 | 0.762 | 1.067 | 0.865 0.177 0.988 | 0.945 | 0.887 | 0.940 0.092 0.981 | 0.910 | 1.035 | 0.975 0.067 1.068 | 0.984 | 0.877 | 0.976 0.100
V (3,33%) 0.975 | 0.868 | 1.129 | 0.991 0.153 0.874 | 1.012 | 0.799 | 0.895 0.212 0.727 | 0.761 | 0.997 | 0.828 0.161 0.637 | 0.750 | 0.720 0.147
C+ 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 0.085 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 0.111 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000 0.185 1.000 | 1.000 | 1.000 | 1.000 0.180
C- 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.138 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.041 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.017 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.033
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Tabela 6 — Teste de SignificAncia das Variaveis (ANOVA) — Solugdes com

propilenoglicol. Variavel Dependente: Viabilidade

Fonte de variagdo = Soma de GL Quadrado F Sig
guadrados meédio

Modelo 12,251 31 ,395 14,081 ,000

Constante do 76,309 1 76,309 2718,943 ,000

modelo (Intercept)

Solugbes 11,603 7 1,658 59,062 ,000

Tempo ,256 3 ,085 3,046 ,035

Solugdes * Tempo ,391 21 ,019 ,664 ,851

Erro 1,796 64 ,028

Total 90,356 96

Total corrigido 14,047 95

a. Coeficiente de determinacéo (R Squared) =,
b. Veiculo = Propilenoglicol (Placa X)

GL = Graus de liberdade
F = Valor da estatistica de teste
Sig = Significancia do teste

872 (Adjusted R Squared =,810)
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Tabela 7 — Teste de SignificAncia das Variaveis (ANOVA) — Solucdes sem

propilenoglicol. Variavel Dependente: Viabilidade

Fonte de variagdo = Soma de GL Quadrado F Sig
guadrados meédio

Modelo 11,394 31 ,368 17,732 ,000

Constante do 74,061 1 74,061 3572,795 ,000

modelo (Intercept)

Solugbes 11,062 7 1,580 76,234 ,000

Tempo ,074 3 ,025 1,184 323

Solugdes * Tempo ,259 21 ,012 ,595 ,907

Erro 1,327 64 ,021

Total 86,782 96

Total corrigido 12,721 95

c. Coeficiente de determinacéo (R Squared) = ,896 (Adjusted R Squared = ,845)

d. Veiculo = Alcool (Placa Y)

GL = Graus de liberdade
F = Valor da estatistica de teste
Sig = Significancia do teste
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“Solucdes

() Solucgbes (J) Solucdes Diferenca Erro Sig. 95% Intervalo de
das médias Padréo confianca
(I-J) Limite Limite
superior inferior

P(0,001%)+V/PG (0,03%) P(0,01%) + V/PG (0,33%)-,0367 06839 999  -2510 1776
P(0,1%) + V/IPG (3,3%) -,0492 06839 996  -,2635 1651
VIPG (0,03%) -,0233 06839 1,000 -,2376 ,1910
VIPG (0,33%) ,0658 ,06839  ,978 -,1485 ,2801

VIPG (3,3%) ,2358* 06839 021 ,0215 4501
C+ 0542 06839 993  -,1601 2685

C- 1,0542* 06839 ,000 ,8399 1,2685
P(0,01%)+V/PG (0,33%) P(0,001%) + V/PG (0,03%) ,0367 06839 999  -,1776 2510
P(0,1%) + VIPG (3,3%) -,0125 06839 1,000 -,2268 ,2018
VIPG (0,03%) ,0133 06839 1,000 -,2010 2276
VIPG (0,33%) ,1025 06839 805  -,1118 ,3168

VIPG (3,3%) 2725* 06839  ,004 ,0582 4868
C+ ,0908 06839 885  -,1235 ,3051

C- 1,0008* ,06839 ,000 ,8765 1,3051
P(0,1%)+V/PG (3,3%) P(0,001%) + V/PG (0,03%) ,0492 06839 996  -,1651 12635
P(0,01%) + V/PG (0,33%) ,0125 06839 1,000 -,2018 2268
V/PG (0,03%) 10258 06839 1,000 -,1885 2401
VIPG (0,33%) ,1150 06839 669  -,0993 ,3293

VIPG (3,3%) ,2850* 06839 002 ,0707 4993
C+ 11033 06839 ,799  -,1110 3176

C- 1,1033* ,06839 ,000 ,8890 1,3176
V/PG (0,03%) P(0,001%) + V/PG (0,03%) ,0233 06839 1,000 -,1910 2376
P(0,01%) + V/PG (0,33%) -,0133 06839 1,000 -,2276 2010
P(0,1%) + VIPG (3,3%) -,0258 06839 1,000 -,2401 ,1885
VIPG (0,33%) ,0892 06839 894  -1251 ,3035

VIPG (3,3%) ,2592* 06839  ,008 ,0449 4735
C+ 0775 06839 947  -,1368 2918

C- 1,0775* 06839 ,000 ,8632  1,2018
V/PG (0,33%) P(0,001%) + V/PG (0,03%)-,0658 0,6839 ,978  -,2801 1485
P(0,01%) + V/PG (0,33%) -,1025 06839 805  -,3168 1118
P(0,1%) + VIPG (3,3%) -,1150 06839 699  -,3293 ,0993
VIPG (0,03%) -,0892 06839 894  -,3035 1251
VIPG (3,3%) ,1700 06839 220  -,0443 ,3843
C+ -,0117 06839 1,000 -,2260 2026

C- ,0883* 06839  ,000 ,7740 1,2026
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() Solucdes (J) Solucdes Diferenca Erro Sig. 95% Intervalo de
das médias Padréo confianca
(I-J) Limite Limite
superior inferior
VIPG (3,3%) P(0,001%) + V/PG (0,03%) -,2358*  ,06839 ,021 -,4501 -,0215
P(0,01%) + V/IPG (0,33%) -2725* ,06839 ,004 -,4868  -,0582
P(0,1%) + VIPG (3,3%)  -2850* 0,6839 ,002 -,4993  -0707
VIPG (0,03%) -,2592* 06839 ,008 -,4735  -,0449
VIPG (0,33%) 1700 ,06839 ,220  -,3843 ,0443
C+ -,1817 06839 156  -,3960 ,0326
C- ,8183* ,06839  ,000 ,6040 1,0326
C+ P(0,001%) + V/PG (0,03%)-,0542 06839 993  -,2685 11601
P(0,01%) + V/PG (0,33%) -,0908 06839 885  -,3051 ,1235
P(0,1%) + VIPG (3,3%) -,1033 06839 799  -,3176 11110
VIPG (0,03%) -,0775 06839 947  -2918 ,1368
VIPG (0,33%) 0117 06839 1,000 -,2026 12260
VIPG (3,3%) 1817 06839  ,156  -,0326  ,3960
C- 1,0000* ,06839 ,000 ,7857 1,2143
C- P(0,001%) + V/PG (0,03%) -1,0542* 0,6839 ,000 -1,2685  -,8399
P(0,01%) + V/PG (0,33%) -1,0908* 0,6839 ,000 -1,3051 -,8765
P(0,1%) + VIPG (3,3%) -1,1033* ,06839 ,000 -1,3176 -,8890
VIPG (0,03%) -1,0775* ,06839  ,000 -1,2918 -,8632
VIPG (0,33%) -9883* 06839 ,000 -1,2026  -,7740
VIPG (3,3%) -8183* 06839 ,000 -1,0326 -,6040
C+ -1,0000* ,06839  ,000 -1,2143  -,7857

Baseado nas médias amostrais observadas.

Erro quadratico médio = ,028.

A diferenga de médias foi significante ao nivel de 0,05.
a. Veiculo = Propilenoglicol (Placa X)



APENDICE T

Tabela 9 — Viabilidade — Teste Tukey HSD (Compara¢cfes Multiplas —

Experimentais”)

138

“Solucdes

() Solucbes (J) Solucdes Diferenca Erro Sig. 95% Intervalo de
das médias Padrao confianca
(I-J) Limite Limite
superior inferior
P(0,001%)+V (0,03%) P(0,01%) + V (0,33%)  ,0392 05878  ,998  -,1450 2233
P(0,1%) + V (3,3%) -,0058 05878 1,000 -,1900 ,1783
V (0,03%) ,0408 ,05878  ,997 -,1433 2250
V (0,33%) 1367 05878 297  -,0475 ,3208
V (3,3%) [ 2225* 05878  ,008 ,0383 4067
C+ 0767 05878 894  -1075  ,2608
C- 1,0767* ,05878 ,000 ,8925 1,2608
P(0,01%)+V (0,33%) P(0,001%) + V (0,03%)  -,0392 05878  ,998  -,2233 11450
P(0,1%) + V (3,3%) -,0450 05878  ,994  -2292 11392
V (0,03%) ,0017 05878 1,000 -,1825 11858
V (0,33%) ,0975 ,05878 713 -,0867 2817
V (3,3%) ,1833 05878  ,052  -,0008 3675
C+ 0375 05878  ,998  -,1467 2217
C- 1,0375  ,05878 ,000 ,8533  1,2217
P(0,1%)+V (3,3%) P(0,001%) + V (0,03%) ,0058 ,05878 1,000 -,1783 ,1900
P(0,01%) + V (0,33%) 10450 05878  ,994  -,1392 2292
V (0,03%) ,0467 ,05878 993  -,1375 ,2308
V (0,33%) ,1425 ,05878 248 -,0417 3267
V (3,3%) 2283* 05878  ,006 ,0442 4125
C+ 10825 05878 852  -1017  ,2667
C- 1,0825* ,05878 ,000 ,8983 1,2667
V (0,03%) P(0,001%) + V (0,03%)  -,0408 05878  ,997  -,2250 ,1433
P(0,01%) + V (0,33%) -,0017 05878 1,000 -,1858 ,1825
P(0,1%) + V (3,3%) -,0467 ,05878 993  -,2308 ,1375
V (0,33%) ,0958 05878 ,730  -,0883 2800
V (3,3%) 1817 ,05878  ,056 -,0025 ,3658
C+ ,0358 05878  ,999  -,1483 ,2200
C- 1,0358* ,05878 ,000 ,8517 1,2200
V (0,33%) P(0,001%) + V (0,03%)  -,1367 05878 297  -,3208 ,0475
P(0,01%) + V (0,33%) -,0975 05878  ,713  -,2817 ,0867
P(0,1%) + V (3,3%) -,1425 05878  ,248 -,3267 0417
V (0,03%) -,0958 05878 ,730  -,2800 ,0883
V (3,3%) ,0858 ,05878  ,825 -,0983 ,2700
C+ 0600  ,05878 ,970  -2442 1242
C- 9400~ 05878  ,000 7558  1,1242
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() Solucdes (J) Solucdes Diferenca Erro Sig. 95% Intervalo de
das médias Padréo confianca
(I-J) Limite Limite
superior inferior

V (3,3%) P(0,001%) + V (0,03%) -2225* 05878 ,008 -,4067  -,0383
P(0,01%) + V (0,33%) -,1833 05878 052  -,3675 ,0008

P(0,1%) + V (3,3%) -2283* 05878 ,006 -,4125  -,0442
V (0,03%) -,1817 05878  ,056  -,3658 ,0025
V (0,33%) -,0858 05878 ,825  -,2700 ,0983
C+ -,1458 05878 222  -,3300 ,0383

C- ,8542* ,05878  ,000 ,6700 1,0383
C+ P(0,001%) + V (0,03%) -,0767 05878  ,894  -,2608 1075
P(0,01%) + V (0,33%) -,0375 05878  ,998  -,2217 1467
P(0,1%) + V (3,3%) -,0825 05878 852  -,2667 11017
V (0,03%) -,0358 05878  ,999  -,2200 ,1483
V (0,33%) 0600 05878 970  -,1242 2442
V (3,3%) 11458 05878 222 -0383  ,3300

C- 1,0000~  ,05878  ,000 ,8158  1,1842

C- P(0,001%) + V (0,03%) -1,0767* ,05878 ,000 -1,2608 -,8925

P(0,01%) + V (0,33%) -1,0375* ,05878 ,000 -1,2217 -,8533

P(0,1%) + V (3,3%) -1,0825* ,05878 ,000 -1,2667  -,8983

V (0,03%) -1,0358* ,05878  ,000 -1,2200  -,8517

V (0,33%) -9400* ,05878 ,000 -1,1242  -,7558

V (3,3%) -8542* 05878 ,000 -1,0383 -,6700

C+ -1,0000* .05878 ,000 -1,1842  -,8158

Baseado nas médias amostrais observadas.

Erro quadratico médio = ,021.
A diferenca de médias foi significante ao nivel de 0,05.
a. Veiculo = Alcool (Placa ).
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