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Resultados da aplicagao topica do extrato de préopolis na redugao da progressao da
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RESUMO: Agentes quimicos tém sido usados para auxiliar na inibicdo da formagao do biofilme
e impedir desenvolvimento da doenga periodontal (DP). O objetivo deste estudo foi avaliar
radiograficamente a agéo do extrato de propolis na progressdo da DP induzida em ratos. Foram
utilizados 48 ratos Wistar, divididos em 4 grupos (n=12): Controle, Pincel, Prépolis e Clorexidina.
Os grupos foram subdivididos para andlise aos 7 e 21 dias. A progresséo da DP foi avaliada
radiograficamente pela distancia entre a jungdo cemento-esmalte e a crista 6ssea alveolar na
face mesial do 1° molar inferior. A perda 6ssea foi significativamente menor nos animais do
grupo prépolis em ambos os periodos (p < 0,01). Concluiu-se por analise radiografica que a
aplicagéo tépica do extrato de prépolis interfere reduzindo a progressao da doenga periodontal
induzida por ligadura em ratos, demonstrando a importancia desse composto como substéncia
auxiliar no tratamento periodontal.
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ABSTRACT: Results of topical application of propolis extracts in reducing progression of
periodontal disease. Chemical agents have been used to assist on inhibiting biofilm formation
and on preventing the development of periodontal disease (PD). The aim of this study was to
radiographically evaluate the action of propolis extract on the progression of PD induced in rats.
48 Wistar rats were divided into 4 groups (n = 12): Control, Brush, Propolis and Chlorhexidine.
The groups were subdivided for analysis at 7 and 21 days. The progression of the periodontal
disease was radiographically assessed by the distance between the cement-enamel junction
and the alveolar bone crest mesial of the 1st molar. Bone loss was significantly lower in the
Propolis group in both periods (p < 0.01). By radiographic analysis, it is concluded that the
topical application of propolis extract interferes by reducing the progression of ligature-induced
periodontal disease in rats, demonstrating the importance of this compound as an auxiliary
substance in periodontal treatment.

Keywords: Periodontitis, Propolis, Radiography.

INTRODUGAO

A doencga periodontal (DP) ocorre devido
a um desequilibrio entre a agressao bacteriana e
a resposta do hospedeiro (Page et al.,1997), pode
tornar-se irreversivel, e constitui-se um problema
de saude publica em varios paises (Botero et al.,
2015). Pode resultar em perda dentaria impactando
negativamente sobre a fala, nutricdo, qualidade de
vida, e auto-estima, além de apresentar potencial
em gerar consequéncias inflamatodrias sistémicas
(Gaffen et al., 2014).

O controle do biofilme supra-gengival
tem um efeito redutor sobre periodontopatégenos
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como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomicetemcomitans, Tannerella forsythenses
e Treponema denticola (Haffajee et al., 2003a).
Embora o tratamento mecéanico de raspagem e
alisamento radicular seja usado para eliminar o
biofilme e calculo que predispdem a progressao
da doenga, existem algumas limitagbes para esses
métodos, como barreiras anatdmicas dentarias,
que podem dificultar o acesso e remogao dos
microorganismos subgengivais (Haffajee et al.,
1997).

Além disso, certas bactérias podem invadir
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os tecidos gengivais se nao forem removidas
pelo tratamento mecanico (Renvert et al., 1990).
Desse modo, o uso de antimicrobianos locais
e/ou sistémicos como adjuntos para eliminar
periodontopatégenos pode ser indicado como
preventivo ou auxiliar no tratamento da DP (Haffajee
et al., 2003b)

Clorexidina (Paraskevas, 2005), Cloreto de
cetilpiridinio (Alves et al, 2012), Triclosan (Davies
et al, 2004) e outras substancias quimicas séo
utilizadas como auxiliares na inibicdo da formacgao
de placa bacteriana com o intuito de impedir o
desenvolvimento da DP. O digluconato de clorexidina
a 0,2% ou 0,12% é um agente antimicrobiano de
amplo espectro, e tem tido destaque por seu baixo
custo e alta substantividade (Calderini et al, 2013),
principalmente quando usado em uma superficie
dentaria que foi previamente limpa, dessa forma
atuando como preventivo na progressao da DP
(Brecx, 1997). No entanto, apresenta efeitos
colaterais como alteragao do paladar e formagéao de
manchas extrinsecas nos dentes e lingua, quando
usado por periodos prolongados (Eley, 1999).

Aresposta do hospedeiro frente a agressao
bacteriana é fundamental no desenvolvimento
da DP. Dessa forma, € necessario avaliar outras
substancias que além de possuirem propriedades
antimicrobianas, atuem também na modulagao
dessa resposta apresentando a capacidade de
reduzir a progressao da doenga com auséncia de
efeitos colaterais.

Substéncias naturais como a propolis
tém sido utilizadas na medicina popular e por
possuir atividade antimicrobiana, antiinflamatoria,
(Sonmez et al., 2005; Stepanovic et al., 2003) e
imunomoduladora (Dimov et al., 1992), pode ser
usada na prevengao da DP. A precisa composi¢ao
varia com a regiao, mas em geral a propolis é
composta por resina (50%), cera e 6leos aromaticos
essenciais (30%), misturada com secregao salivar
de abelhas (10%), pdlen (5%) e outras substancias
(5%) como aminoacidos, minerais, etanol, vitamina
A, B, E, e uma mistura de bioflavondides (Lustosa
et al., 2008; Sonmez et al., 2005).

A irrigacdo com extrato de prépolis
subgengival apoés raspagem e alisamento radicular
ja demonstrou maior efetividade nos parametros
clinicos e microbiolégicos, com reducgao de
Porphyromonas gingivalis (Dimov et al., 1992;
Gebara et al., 2003; Coutinho, 2012). Entretanto,
sdo escassos os estudos que utilizam metodologia
radiografica para avaliar o efeito da aplicagéo tépica
de extrato de propolis como substancia auxiliar no
tratamento da DP.

MATERIAL E METODO

Ap6s aprovagdo pela Comisséo de Etica
e Experimentacdo Animal — CEEA do curso de
Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do
Maranhao (parecer n°® 003/2009), 48 ratos Wistar
saudaveis foram pesados e anestesiados por injegéo
intramuscular com solugao estéril de cloridrato de
cetamina (0,08ml/100g; Francotar, Virbac, Sao
Paulo-SP, Brasil) associado ao relaxante muscular,
analgésico e sedativo Xylasina 2% (0,04ml/100g;
Virbaxyil, Virbac, Sdo Paulo-SP, Brasil).

ApoOs a anestesia, os animais foram
posicionados em uma mesa operatoria para abertura
da cavidade bucal mantida por argolas de ago.
Realizou-se o afastamento dental temporario entre
0s primeiros e segundos molares inferiores direito
com auxilio de uma sonda exploradora numero 5.

A ligadura foi realizada com um fio de
algodao (Coats Corrente, Sdo Paulo-SP, Brasil) de
cor preta, numero 24, com auxilio de duas pingas
clinicas inserido no sulco gengival dos primeiros
molares inferiores direito na posicao mais cervical
possivel, favorecendo o acumulo do biofilme
bacteriano (Nassar et al., 2004).

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente
em 4 grupos (N=48): Controle, Pincel, Propolis e
Clorexidina. O grupo Pincel serviu para verificar o
efeito mecanico do pincel, e o grupo Clorexidina
para comparagao como solugéo quimica irrigante.
Para avaliar o efeito da propolis em niveis leve e
moderado de severidade da doencga periodontal,
cada grupo foi subdividido em dois subgrupos
conforme o tempo de permanéncia da ligadura, de
7 ou 21 dias.

O grupo Controle nao recebeu qualquer
tratamento. No grupo Pincel foi manipulado um
pincel de pélos macios nas faces vestibular e mesial
dos molares com ligadura sem substancia quimica
associada.

O grupo Prépolis foi submetido
imediatamente a aplicagdo tépica de uma gota
(0,083 ml) de solugao alcodlica de extrato de propolis
(Propomax, Apis Flora, Ribeirdo Preto-SP, Brasil
- Propolis verde, extrato padronizado, produzido
com 30% de propolis in natura, resultando numa
concentracao de 11% de extrato seco). Da mesma
forma aplicou-se no grupo Clorexidina uma gota
da solugao de digluconato de clorexidina 0,12%
(Farmacias Garrido, Séao Luis-MA, Brasil).

A manipulagdo com pincel, aplicagao da
solucao de extrato de propolis 11% ou digluconato
de clorexidina 0,12% era diaria para cada grupo.
Decorridos os tempos experimentais, a eutanasia
dos animais foi realizada por anestesia profunda
de tiopental sédico na dose de 50mg/kg (Cristalia,
Itapira-SP, Brasil.)
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Anadlise radiografica

A anaélise da perda 6ssea induzida na
face mesial dos primeiros molares direito (grupos
experimentais e controle positivo da DP) e esquerdo
(controle negativo — sem DP induzida por ligadura)
foi realizada apoés a remocgao das mandibulas dos
animais.

Noventa e seis imagens radiograficas das
hemi-mandibulas direita e esquerda foram obtidas
por meio de um sistema de imagem digital direta
(Kodak® RVG 6100, Kodak® Dental X-ray Division,
EUA). O sensor foi exposto a tomada radiografica
a uma poténcia de 70KVp e 10mA, com tempo
de exposigcao de 15 impulsos/segundo com uma
distancia foco-sensor padronizada em 70 cm.

A medida (em milimetros) entre a crista
6ssea e a juncédo cemento-esmalte na mesial dos
primeiros molares inferiores dos ratos foi realizada
sobre as imagens radiograficas em triplicata pelo
programa Kodak® Dental Imaging Software 6.8.6.0,
com intervalos semanais pelo mesmo examinador
cego ao grupo experimental avaliado.

Analise estatistica
Foi realizada a estatistica descritiva
(software Stata, versédo 11.0, StataCorp, Lakeway
Drive, College Station, TX, USA) dos resultados
incluindo média e desvio padrdo (Tabela 1), em
seguida o teste Shapiro-Wilk mostrou normalidade
nos resultados e dessa forma testes paramétricos
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foram usados. O Test t de Student foi utilizado para
comparagao intra-grupo entre os periodos 7 e 21
dias. Na analise estatistica para avaliar a reabsorgéo
Ossea entre os grupos foi usado teste de Anova e
teste de comparagdes multiplas de Tukey nos casos
onde Anova mostrou diferenca significativa (p<0,05).

RESULTADOS

Para avaliar a metodologia da doencga
periodontal induzida por ligadura, as medidas do
controle negativo (lado esquerdo sem ligadura)
foram comparadas as medidas do lado experimental
(direito) para 7 e 21 dias. Utilizando-se o teste T
pareado observou-se diferenga significativa de
perda 6ssea radiografica para todos os grupos
com ligadura quando comparados aos controles
negativos para ambos os periodos (p<0,05) (Tabela
1).

Quando comparados os grupos (Figura 1)
no periodo de 7 dias, foram observadas diferencgas
significativas entre grupo Pincel e Controle (p<0,05)
e altamente significativas entre grupo Prépolis e
Controle(p<0,01). Ja para 21 dias, apenas o grupo
Prépolis manteve-se com diferenga altamente
significativa com o grupo controle (p<0,01).

No periodo entre 7 e 21 dias, houve perda
Ossea radiografica significativa entre os grupos
Pincel e Prépolis (p<0,05; p< 0,01).

TABELA 1. Valores absolutos apés média da leitura radiografica em triplicata, média e desvio padréo da perda
6ssea radiografica (mm) para os grupos experimentais e [ndo experimentais] apds 7 e 21 dias.

Grupos: Experimental- com ligadura e [Nao Experimental- sem ligadura]

Rato Controle Pincel Clorexidina Propolis
1 1,00 [0,50] 0,77 [0,43] 1,10 [0,50] 0,80 [0,43]
2 0,60 [0,70] 0,60 [0,47] 0,56 [0,47] 0,53 [0,43]
3 1,20 [0,57] 0,67 [0,50] 0,86 [0,53] 0,60 [0,37]
_8 4 1,20 [0,37] 0,83 [0,57] 0,73 [0,40] 0,77 [0,43]
Média e 1,03/ 0,23 0,73/ 0,1 0,76/ 0,19 0,68/ 0,11
Desvio [0,49/0,12] [0,49/ 0,05] [0,46/ 0,05] [0,42/ 0,02]
padrao
1 1,00 [0,43] 0,93 [0,43] 0,87 [0,43] 0,87 [0,47]
2 1,33 [0,40] 0,87 [0,43] 1,13 [0,43] 0,77 [0,43]
3 1,53 [0,40] 0,97 [0,43] 1,03 [0,33] 0,77 [0,50]
é 4 0,80 [0,37] 1,17 [0,40] 0,87 [0,40] 0,53 [0,43]
S 5 1,60 [0,40] 0,90 [0,47] 0,77 [0,43] 0,93 [0,40]
6 1,00 [0,40] 0,80 [0,47] 1,00 [0,33] 0,47 [0,43]
Média e 1,21/ 0,32 0,94/0,13 0,95/ 0,13 0,72/ 0,18
Desvio 0,40/ 0,02 0,44/ 0,02 0,40/ 0,05 0,44/ 0,03
padrao
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Reabsorcdoradiografica em milimetros
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FIGURA 1. Médias e desvios padrao da perda dssea radiografica (mm) para os grupos experimentais e controle
aos 7 e 21 dias de indugao da doenca periodontal. Letras minusculas diferentes mostram diferencga estatistica
para 7 dias. Letras maiusculas diferentes mostram diferenga estatistica para 21 dias.

DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se
radiograficamente o efeito do extrato alcodlico de
propolis 11% na progresséo da doenca periodontal
induzida em ratos. O modelo experimental utilizado
de inducao da DP é caracterizado pelo progressivo
acumulo de placa e aumento do infiltrado de células
inflamatérias que levam a degradagado do tecido
periodontal (Nassar et al., 2004; Holzhausen et al.,
2002; Sallay et al., 1982).

Observou-se perda éssea significativa
nos grupos com ligadura quando comparados aos
grupos de controle negativo atestando a eficiéncia
da ligadura em acumular biofilme e induzir a perda
Ossea alveolar de ratos resultando na DP.

O periodo de inducédo da doencga foi
baseado em estudos prévios que tem demonstrado
destruicao 6ssea avangada apos 30 dias de ligadura
em ratos (Johnson et al., 1978; Nociti Junior et al.,
2011). Desse modo, para representar diferentes
estagios de evolugédo da severidade da DP, foram
selecionados periodos de 7 e 21 dias de evolugao
da doencga.

A propolis é uma substancia natural de
grande interesse para Odontologia (De Souza
Ferreira et al., 2014), e tem se mostrado como

eficaz coadjuvante no tratamento das doencas
periodontais. Pesquisas microbiologicas atestam
a efetividade da prépolis contra os agentes
periodontopatogénicos (Ditterich et al., 2007;
Garcia et al., 2004; Oban et al., 2007; Pileggi et
al., 2009; Speranca et al., 2007;) e sua atividade
antimicrobiana depende de seus componentes
quimicos como aminoacidos, minerais, etanol,
vitamina A, B e E, acidos aromaticos, ésteres
(Sonmez et al., 2005) e flavondides como galangina,
quercetina, kaempferol, acacetina, pinocembrin e
pinostrobin (Agarwal et al., 2012; Cheng et al., 1996),
dos meios de preparo de suas solugdes e do género
da abelha coletora (Swerts et al., 2002).

Estudos radiograficos dos efeitos da
prépolis sobre a perda 6ssea alveolar sdo escassos,
tendo-se encontrado avaliagdes morfométricas a
partir de laminas histolégicas (Toker et al., 2008).
Nesta analise foi realizada a comparagéo dos grupos
a partir da medida por triplicata da distancia entre
a juncao cemento-esmalte a crista 0ssea alveolar
mesial dos primeiros molares inferiores direito (De
Almeida et al., 2007).

Os grupos que utilizaram a propolis tiveram a
perda éssea radiografica reduzida significativamente
quando comparados aos demais, tanto no periodo de
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7 quanto de 21 dias (p<0,01). Esse efeito & discutido
em fungéo da redugdo no numero de osteoclastos
e aumento da atividade de osteoblastos devido
a presengca em grande quantidade do composto
flavonoide pinocembrin (Do Amaral et al., 2006).

Os flavonoides agem na membrana
microbiana ou superficie da parede celular
bacteriana, causando danos funcionais e estruturais
(Garcya-Lafuente et al, 2009; Middleton et al,
2000; Oban et al., 2007). O efeito sinérgico dos
diferentes compostos da propolis parece ser o
mais importante processo para explicar a sua
atividade antibacteriana considerando que um unico
componente nao apresenta maior efeito que outro
(Santos et al., 2002).

A Propomax® testada neste estudo utiliza
propolis verde derivado da Baccharis dracunculifolia
(Park et al., 2002), uma planta nativa do sudeste
e sul do Brasil, também conhecida como propolis
verde e contém como principais componentes
bioativos a artepilina C e acidos cumarinicos que sao
respectivamente relacionados as suas propriedades
antibacteriana e antiinflamatéria (Moura et al., 2009).
O efeito antiinflamatério € obtido com modulagao
das citocinas e enzimas, supressado da produgao
de prostaglandinas, leucotrienos, histamina e
TGF-B1 (Moura et al.; 2009; Galvao et al., 2007).
Apresentando 11% de concentragéo de extrato seco
da proépolis, sua atividade antimicrobiana possui uma
acentuada atividade contra bactérias Gram-positivas
e contra Candida albicans, independente do extrato
ser alcoolico ou ndo (Rezende et al., 2006).

A escolha de um extrato na concentragao
de 11% é justificada uma vez que diferentes
concentragbes de propolis (11, 20 e 30%)
demostraram ter a mesma eficacia antibacteriana
contra microorganismos presentes na saliva de
humanos quando comparada a antissépticos
industrializados com outros componentes ativos,
0 que justificaria seu uso na menor concentragéo
pela agédo farmacoldgica semelhante, e diminuigao
dos riscos de resisténcia bacteriana (Simoes et al.,
2008).

Em uma avaliagdo do efeito da irrigagéao
subgengival de extrato de proépolis utilizando
parametros clinicos e microbioldgicos, foram
encontrados resultados favoraveis na utilizagao
do produto como coadjuvante do tratamento da
periodontite, tendo um declinio na contagem de
bactérias anaerdbicas viaveis (Gebara et al., 2003).
ApOs 24 semanas de tratamento, verificaram
também uma diminuigéo de profundidade de bolsas
periodontais no grupo que utilizou a irrigagao
subgengival com extrato de propolis.

A eficacia do gel de propolis em pacientes
com periodontite cronica, utilizando-o em bolsas
periodontais dos pacientes uma vez por semana,
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por cinco semanas alcangou resultados positivos,
mostrando que o uso do extrato de prépolis a 10%
diminuiu em 95% a gengivite e supuragao dos sitios
onde o gel foi aplicado (Do Amaral et al., 2006).

Neste estudo, quando comparadas as
médias de perda 6ssea nos grupos experimentais
para o periodo de 7 dias, os grupos Pincel e
Prépolis mostraram melhor controle da progressao
da doenga periodontal (respectivamente p<0,05
e p<0,01). Foi observado que o grupo Pincel
apresentou menor perda éssea que o grupo
Clorexidina provavelmente pelo menor desvio
padréo observado.. Ja na comparagao intra-grupo,
ndo houve progressao significativa da perda 6ssea
radiografica nos grupos Controle e Clorexidina de 7
a 21 dias, nao se observando radiograficamente a
eficacia da clorexidina 0,12% em inibir a progresséo
da DP (Cosyn et al., 2013; Zanatta & Rdsing, 2007).

O uso do digluconato de clorexidina a
0,12% na forma liquida, e n&o viscosa como a
prépolis, poderia interferir na adesao do composto a
superficie dental e assim alterar seus efeitos quando
comparado a prépolis. Adicionalmente, a clorexidina
nao atua na modulagao da reposta do hospedeiro
podendo assim ter menor eficiéncia que a prépolis
(Dimov et al., 1992).

Entretanto, o grupo pincel, que simula o
efeito mecanico da escovagao, nao foi capaz de
evitar a progressao da perda 6ssea alveolar aos 21
dias (p<0,05), o que justifica a necessidade de um
agente especifico auxiliar no controle e formagao da
placa bacteriana ou progressao da DP.

CONCLUSAO

Desta forma, através de analise radiografica,
0 grupo de animais tratados com a propolis teve
resultados mais favoraveis radiograficamente,
caracterizado pela redugao da progressao da DP
induzida por ligadura em ratos aos 7 e 21 dias,
demonstrando a importancia a utilizagado desse
produto como substancia auxiliar no tratamento da
DP, justificando-se o emprego de pesquisas que
viabilizem a praticabilidade clinica deste composto
em reduzir ou inibir a progressao da DP.
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