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RESUMO

A carie ¢ uma das doengas cronicas mais comuns em todo o mundo. Para controle e
prevencao da doencga, ¢ importante ampliar as opg¢des de tratamento. Os diversos tipos de
propolis tém sido estudados como alternativas. Estudos tém demonstrado que a propolis
vermelha brasileira tem importante atividade contra Streptococcus mutans, além de atividade
anti-inflamatoria. Para a efetiva utilizagdo dessa alternativa, faz-se necessario o
desenvolvimento de formas farmacéuticas que viabilizem o seu manejo e aplicagdo. Esse
estudo objetiva produzir um verniz dentario a base da propolis vermelha, para posterior
aplicagdo em estudos in vitro e in vivo.

Foram realizados testes qualitativos para identificacdo da presenca de compostos de
interesse na prospeccdo fitoquimica. Também foram realizados testes quantitativos por
CLAE-DAD. O método para doseamento de compostos fenolicos foi desenvolvido a partir do
ja consagrado método de Folin-Ciocalteau e foi entdo validado de acordo com os parametros
da RDC 166/2017 da ANVISA. O verniz odontolégico foi formulado utilizando uma base de
etilcelulose a 15% em etanol absoluto, a qual foi incorporado o extrato de propolis nas
concentragdes de 5%, 10% e 15%. Cerca de 20 lotes de bancada de 2g foram preparados para
os testes de compatibilidade dos componentes da formulagao.

A secagem do extrato por liofilizagdo apresentou rendimento de 22%. A prospeccdo
fitoquimica, utilizando métodos qualitativos, e os ensaios de CLAE-DAD do extrato
processado apresentaram a presenca de flavonoides, grupo apontado como responsavel pela
atividade farmacologica desejada em diversos estudos. O método de Folin-Ciocalteau
apresentou resultados dentro dos padrdes necessarios indicados na literatura para ser
considerado validado, com R? = 0,997 para os ensaios de linearidade, limite de detec¢do igual
a 10,725 pg.mL™" e limite de quantificagdo igual a 32,5 ug.mL™". O verniz final formulado se
apresenta como um liquido viscoso, de colora¢do vermelha intensa e brilhante, com densidade
relativa de 0,908, pH de 5,5, e viscosidade de 136,1 cSta 10 rpm. A incorporacao da PVB no
verniz base se mostrou exitosa em todas as concentracdes testadas.

Esse estudo concluiu que o verniz produzido a base de Propolis Vermelha Brasileira
apresentou caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas consistentes e dentro dos padrdes
de qualidade encontrados para produtos ja utilizados na pratica clinica, o que demonstra
possibilidade de ser utilizado como uma futura alternativa terapéutica para o tratamento e
prevencao da carie.

Palavras-chave: Desenvolvimento farmacotécnico. Produto natural. Estudo de validagdo.



ABSTRACT

Dental caries is one of the most common chronic diseases worldwide. For effective
control and prevention, it is essential to expand treatment options. Various types of propolis
have been studied as potential alternatives. Studies have shown that Brazilian red propolis
exhibits significant activity against Streptococcus mutans and possesses anti-inflammatory
properties. The development of pharmaceutical forms that facilitate its handling and
application is necessary to enable the effective use of this alternative. This study aims to
produce a dental varnish based on red propolis for subsequent application in in vitro and in
vivo studies.

Qualitative tests were conducted to identify the presence of compounds of interest in
the phytochemical analysis. Additionally, quantitative tests were performed using HPLC-
DAD. The method for quantifying phenolic compounds was developed based on the
established Folin-Ciocalteu method and was then validated according to the parameters of
ANVISA's RDC 166/2017. The dental varnish was formulated using a base of 15% ethyl
cellulose in absolute ethanol, into which the propolis extract was incorporated at
concentrations of 5%, 10%, and 15%. Approximately 20 bench-scale batches of 2g each were
prepared for compatibility testing of the formulation components.

Freeze-drying the extract yielded 22%. Phytochemical analysis using qualitative
methods and HPLC-DAD assays of the processed extract indicated the presence of
flavonoids, a group identified in various studies as being responsible for the desired
pharmacological activity. The Folin-Ciocalteu method produced results within the necessary
standards indicated in the literature to be considered validated, with R* = 0.997 for linearity
assays, a detection limit of 10.725 pg.mL~', and a quantification limit of 32.5 ug.mL~'. The
final varnish formulated is a viscous liquid with an intense, bright red color, a relative density
of 0.908, a pH of 5.5, and a viscosity of 136.1 ¢St at 10 rpm. The incorporation of Brazilian
red propolis into the base varnish proved successful at all tested concentrations.

This study concluded that the varnish produced with Brazilian Red Propolis exhibited
consistent organoleptic and physicochemical characteristics within the quality standards found
in products already used in clinical practice, demonstrating its potential as a future therapeutic
alternative for caries treatment and prevention.

Keywords: Pharmaceutical development. Natural product. Validation study.
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1. INTRODUCAO

Propolis € uma mistura resinosa complexa produzida por abelhas, a partir de secrecdes e
exudatos de diferentes partes de plantas. Sua composi¢do quimica e propriedades variam, de
acordo com sua origem botanica e geografica (Irigoiti et al., 2021). O material ¢ utilizado
pelas abelhas para fechar pequenos buracos abertos na colmeia, prevenindo a entrada de
insetos e reduzindo a proliferagao de fungos e bactérias (Mendez-Pfeiffer et al., 2021). No
Brasil, desde os anos 2000, foram caracterizados e classificados 12 tipos de propolis, de
acordo com sua composicao quimica e atividade bioldgica (Park et al., 2004).

Um décimo terceiro tipo de propolis foi caracterizado em 2007. Conhecido como propolis
vermelha, devido a sua forte cor caracteristica, esse tipo ¢ comumente encontrado nas regides
de mangue do nordeste brasileiro. E produzido por abelhas da espécie Apis mellifera com a
seiva de Dalbergia ecastophyllum, e tem sido estudado por suas diversas atividades
terapéuticas pelas mais diversas areas da saude desde entdo (Silva et al., 2008).

Além de sua importante atividade antimicrobiana, a propolis vermelha tem demonstrado
atividades antifungica, antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-ulcerativas e antitumorais, que
se devem principalmente aos compostos fenolicos, especialmente flavonoides e terpenos
(Frozza et al., 2013; Rufatto et al., 2017).

Apesar de ja bastante difundido na medicina, o uso de produtos naturais na odontologia
ainda ¢ relativamente recente. A pratica foi regulamentada pelo Conselho Federal de
Odontologia em 2008, pela Resolu¢ao n° 082/2008. Desde entdo, diversos estudos tém sido
realizados para desenvolvimento de produtos relacionados a satde bucal, a fim de encontrar
alternativas menos onerosas € menos invasivas para tratamentos de doengas relacionadas,
especialmente a carie (Domingues et al., 2021).

A carie ¢ uma das doengas cronicas mais comuns em todo o mundo. Trata-se de uma
infeccdo provocada pelo desequilibrio ecologico e metabolico do biofilme dentério, devido a
frequente exposicdo a alimentos ricos em carboidratos fermentaveis, levando a uma
desmineralizagdo da superficie do dente (Batista et al., 2020). Um amplo espectro de bactérias
tem sido descrito na literatura como responsavel pelo desenvolvimento de caries.
Streptococcus mutans ¢ apontado como o mais importante micro-organismo cariogénico
(Zulhendri et al., 2021).

A propolis vermelha brasileira tem sido estudada em odontologia e, devido as suas

diversas atividades farmacolodgicas, empregada em produtos de higiene oral. Bueno-Silva et
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al. (2015) demonstraram uma ac¢do promissora da propolis vermelha brasileira na inibi¢do do
desenvolvimento da carie in vivo em roedores. Diante desse potencial, o tratamento
fitoterapico da carie utilizando a propolis vermelha se apresenta como uma importante
alternativa.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente metade da
populacdo mundial ¢ afetada por caries dentérias, o que faz dessa a doenga mais prevalente
em todo o mundo. A maior parte dessa populagdo estd concentrada em paises de renda média,
onde ¢ grande o consumo de aglicares. O sistema de saude desses paises ¢ constantemente
desafiado a desenvolver estratégias para prevencao e tratamento dessa doenca (WHO, 2017,
WHO, 2022).

No Brasil, o indice de populagdo acometida pela carie ¢ diretamente proporcional a idade.
Em criangas de 5 anos, 53,4% da populacdo apresenta cérie na denti¢do decidua. Aos 12 anos,
56,5% apresenta a mesma condi¢do na denticdo permanente. Nas populagdes de 15a 19,33 a
44 ¢ 65 a 74 anos, os indices sao de 76,1 %, 99,1% e 99,8 %, respectivamente (Brasil, 2012).

Fluior e Clorexidina sdo os agentes mais comumente utilizados para o manejo da carie.
Entretanto, algumas cepas de bactérias tém apresentado resisténcia ao fltior, incluindo S.
mutans. Além disso, o uso excessivo de fluor em criangas que ainda estdo desenvolvendo a
denti¢do permanente, pode levar a formagdo de estrias brancas nos dentes. O uso de
clorexidina demanda cuidados devido ao conhecido efeito de descoloragdao dos dentes
(Amissah et al., 2021).

Nesse contexto, o desenvolvimento de alternativas terapéuticas pode facilitar o acesso e a
adesdo ao tratamento e prevengdo da carie. A producdo de formas farmacéuticas utilizando a
propolis vermelha brasileira constitui um importante passo no desenvolvimento de

alternativas terapéutica para tratamento e preven¢ao da cérie dentaria.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver farmacotecnicamente um verniz dentario a base do extrato de propolis

vermelha, como alternativa terap€utica para tratamento e prevengdo da carie dentaria.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Obter e processar o extrato da propolis vermelha;
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o Determinar caracteristicas fisico-quimicas do extrato obtido;

. Formular o verniz dentario;
o Desenvolver e validar metodologia analitica para doseamento de compostos fenolicos;
. Realizar testes de controle de qualidade fisico-quimico dos lotes de bancada.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 CARIE

Em setembro de 2016, uma nova defini¢do para satde bucal foi aprovada pela FDI
World Dental Federation. Segundo o documento, “A satde bucal ¢ multifacetada e inclui a
capacidade de falar, sorrir, cheirar, saborear, tocar, mastigar, engolir e transmitir uma
variedade de emocdes por meio de expressdes faciais com confianga e sem dor, desconforto
ou doengas no complexo craniofacial” (Glick ef al., 2016).

As doengas bucais sdo as doengas ndo transmissiveis mais comuns em todo o mundo,
afetando quase metade da populacdo (45% ou 3,5 bilhdes de pessoas) ao longo de toda a vida,
desde a infancia até a velhice. A cérie apresenta-se como uma das mais importantes dessas
doengas, afetando 2,3 bilhdes de adultos (denticdo permanente) e 530 milhdes de criangas
(denti¢do decidua) (WHO, 2022).

A carie representa uma grande preocupacgdo de saude publica em todo o mundo. E
considerada a necessidade de satide mais difundida e ndo atendida, principalmente entre as
criangas. A doenca representa um problema significativo, tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento (Shrestha et al., 2021).

Muitos fatores sdo considerados responsaveis pela iniciagcdo e progressao da doenga,
dentre eles podem ser citados dieta rica em acgucares (especialmente sacarose) e fatores
socioeconomicos, incluindo nivel de escolaridade. A busca por micro-organismos envolvidos
na iniciagdo, desenvolvimento e progressdo da doenga tem sido um foco primario para a
compreensdo da etiologia da carie dentaria. Diversos estudos sugerem que, sob certas
condi¢gdes, a microbiota da cavidade oral pode sofrer um desequilibrio homeostatico,
favorecendo a proliferagdo de micro-organismos, que promovem um estado cariogénico.
Dentre esses micro-organismos, os mais comumente citados sdo Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Lactobacillus spp e Actinomyces spp (Momeni et al., 2024; Shrestha

etal., 2021).
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Além de aumentar a producdo de acido, S. mutans também facilita a formagao de
biofilmes dentarios compostos por uma matriz de exopolissacarideos, que sdo mais resistentes
a deterioragdo pelo 4acido e mais resistentes a acdo de antibidticos e a resposta imunoldgica
(Alejandra et al., 2020).

A hidroxiapatita [Cas(PO,);OH] é o principal componente mineral do esmalte
dentario. Nos estagios iniciais da carie, o mineral ¢ lentamente dissolvido pelos acidos
organicos produzidos por bactérias orais a partir dos carboidratos dos alimentos. A dissolugdo
do esmalte ¢ representada pela equacdo abaixo, onde a hidroxiapatita reage com os ions

hidrogénio:

Cﬁ]o(PO4)6(OH)2(S) + 8H+(aq) é—i>0Ca2+(aq) + 6HPO42-(aq) + 2H20(|)

Quando os niveis de pH baixam para valores iguais ou menores que 5, 0 processo
reversivel da equacdo ¢ desbalanceado para a direita. Esse processo ¢ chamado de
desmineraliza¢do e, conforme ele ocorre, o material do esmalte dentario ¢ perdido e sdo
formadas cavidades, a medida que as microlesdes vao se expandindo e aglutinando (Fabregas,
2014 et al, Shellis et al., 2004).

A evolucao da desmineralizacdo continua leva a uma lesdo sem cavitagdo chamada
lesdo de mancha branca (white spot lesion — WSL), o que caracteriza a carie primaria. A
maioria das lesdes de carie primaria ¢ reversivel, porém, se ndo tratadas, progridem para
lesoes cavitadas, que geralmente necessitam de intervengdo restauradora e sdo irreversiveis. A
evolucdo ainda pode levar a lesdes moderadas, quando o ter¢o interno da dentina ainda nao
foi lesado, ou lesdes avangadas, quando as lesdes se estenderam até o terco interno da dentina
(Motallaei et al., 2021).

A dentina ¢ estruturalmente diferente do esmalte e, portanto, a evolucdo das lesdes
ocorre de modo distinto. A estrutura da dentina ¢ formada por microtubulos e possui menos
minerais. Pelos microtibulos, a entrada de bactéria e a saida de minerais € facilitada causando
a desmineralizagdo progressiva do corpo da lesdo no esmalte. Consequentemente, o esmalte
superficial enfraquece e, eventualmente, colapsa (Warreth et al., 2023).

O diagnostico da doenga ¢ feito através de exame clinico de forma tatil e visual. Na
maioria das vezes, também ¢ usada a radiografia como suporte, assim como transiluminagdo
por fibra optica (FOTI), a condutividade elétrica e a fluorescéncia a laser (Gomez, 2015;

Kocak et al., 2020; Momoi et al., 2012).
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2.2 VERNIZ FLUORETADO

O fltor ¢ amplamente utilizado na odontologia hd mais de 80 anos e ¢
reconhecidamente responsavel pelo declinio da prevaléncia de céries em todo o mundo.
Quando presente de forma sustentada e em baixas concentragdes (na ordem de ppm ou mais
baixa) na cavidade oral, ¢ capaz de adsorver a superficie dos cristais de apatita, formando a
fluorapatita [Cas(PO4);F], freando o processo de desmineralizacio e acelerando a
remineraliza¢do. A introduc¢ao do flior no mineral, torna o esmalte mais resistente a futuros
desafios 4cidos. Além disso, os ions fluoreto interferem na produ¢do de acidos pelas bactérias
cariogénicas, inibindo, assim, sua atividade cariogénica (Buzalaf et al., 2011).

Diversos sistemas sdo utilizados na odontologia para a aplicagdo de fluor, estando
disponiveis por duas vias: oral (sistémica) e bucal (topica). Os sistemas de aplicagdo de fltior
topico estdo disponiveis para uso domiciliar, com baixa concentra¢do de flior, ou para uso
profissional, com alta concentracao de fltor (Baik ef al., 2021).

A administracao oral do flaor ¢ feita através da ingestdo de agua fluoretada, da dieta
ou de suplementos de flior. Uma vez ingerido, o fluoreto se integra aos elementos e a
estrutura dos dentes durante sua formagdo, antes da erup¢do. Os dentes novos ja nascem,
portanto, com a fluorapatita na sua formagao (Marinho et al., 2013).

Os vernizes fluoretados sdo considerados seguros e bem aceitos pelos pacientes. Seu
uso geralmente ¢ direcionado a criancas com alto risco de carie, ja que essa intervencdo ¢
considerada complementar ao uso de dentrificios fluoretados e dgua fluoretada (Sousa et al.,
2019).

Em 1964, um pesquisador alemdo chamado Schmidt, desenvolveu um verniz
fluoretado para aplicacdo na prevencdo da carie. O objetivo dessa forma de aplicagdo ¢
aumentar a aderéncia do flior ao esmalte dentario, aumentando o tempo de exposicdo (Baik
etal.,, 2021).

Hé mais de 30 vernizes contendo fluoreto disponiveis no mercado. Todos esses podem
ser classificados em duas categorias: os que usam fluoreto de sodio (NaF) e que foram
desenvolvidos na década de 1960, e os que usam difluorosilano (SiH,F;) desenvolvidos em
1975 (Baik et al., 2021).

A aplicacdo e espalhamento de vernizes na superficie dos dentes geralmente ¢ feita
com hastes de algoddo, pequenos pincéis ou seringas. E recomendavel a aplicagdo de vernizes

fluoretados, duas a trés vezes por ano. Os vernizes fluoretados, porém, podem alterar
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temporariamente a coloracdo dos dentes, e a reaplicagdo constante pode acabar por torna-la
permanente (Marinho et al., 2013).

A colofonia ¢ um componente resinoso, presente na maioria dos vernizes disponiveis
no mercado. Apesar de incomum, alguns individuos possuem sensibilidade a colofonia e
podem desenvolver reagdes alérgicas aos vernizes de fluoreto. A exposi¢do continuada a
colofonia também pode levar ao desenvolvimento de estomatites (Isaksson ef al., 1993).

A fluorose ¢ uma condicdo clinica caracterizada pela hipomineralizagdo do esmalte,
devido a exposi¢do cronica ao flior durante o desenvolvimento dos dentes. Os altos niveis de
flaor podem levar a alteragdes na porosidade do esmalte, formando areas com pouca
mineralizacao, que podem acabar por afetar toda a superficie do dente (Martinez-Mier ef al.,

2016).

2.3 PROPOLIS VERMELHA BRASILEIRA

A prépolis tem sido utilizada pela humanidade desde a antiguidade (~300 a.C.). Os
egipcios usavam propolis para embalsamar seus mortos, € 0s incas a usavam como agente
antipirético. Médicos gregos e romanos usavam a propolis como desinfectante bucal e como
antisséptico de uso topico para feridas. Propolis tem sido listada nas famacopeias oficiais
desde o século XVII, momento historico desde o qual ela tem sido muito comumente usada na
medicina popular. Stradivari, famoso violinista italiano, usava a propolis para envernizar seus
violinos. Durante a Segunda Guerra Mundial, ela foi empregada como tratamento da
tuberculose pelas tropas soviéticas. O primeiro trabalho cientifico sobre a propolis foi
publicado em 1908 e avalia sua com posi¢ao e propriedades quimicas (Bankova et al., 2000;
Helfenberg, 1908; Monti ef al., 1983; Wagh, 2013; Wollenweber ef al., 1990).

A palavra propolis tem origem grega e ¢ formada pelas particulas zpd = O que vem
antes e modic = regido cercada, comunidade, cidade. Essa resina natural ¢ produzida pelas
abelhas da espécie Apis melifera, ou por espécies de abelhas sem ferrdo, a partir de
substancias coletadas de partes de plantas, brotos e exudatos de varias fontes vegetais e tem a
principal func¢do de defesa da colmeia. Devido as suas propriedades, tanto fisicas (mecanicas)
como quimicas, ela pode ser utilizada como isolante para umidade, vento e frio e para a
defesa contra agentes invasores, como cobras e lagartos (Wagh et al,, 2013).

A propolis tem sido amplamente utilizada para industria de alimentos, de bebidas e
cosmética, fazendo com que seu valor de mercado aumente nos Ultimos tempos (Freires,

2016). As aplicagdes atuais da propolis incluem formulagdes para o tratamento de sindromes
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respiratorias, como resfriados e gripes, e em preparagdes dermatoldgicas topicas para
cicatrizacdo de feridas, tratamento de queimaduras, acne, herpes simples e genital e
dermatites. Também ¢ amplamente usada na odontologia, em enxaguantes bucais e pastas de
dente para prevenir caries e tratar gengivite e estomatite. Comercialmente, estd disponivel na
forma de capsulas, solugdes para bochechos, cremes, pastilhas para garganta, pd e diversos
produtos purificados dos quais a cera foi removida (Wagh et al., 2013).

A propolis ¢ uma substancia de natureza lipofilica, dura e quebradi¢a, que se torna
macia, maleavel, pegajosa e muito aderente quando aquecida. Possui um aroma caracteristico
e agradavel, e varia em cor desde amarelo-esverdeado até vermelho e marrom-escuro,
dependendo de sua origem e idade. O cheiro, a cor, a constitui¢do e a composicao da propolis
variam significativamente, em fun¢do das diferentes fontes botanicas disponiveis ao redor da
colmeia, bem como das condi¢gdes geograficas e climaticas. Além disso, essas caracteristicas
também dependem do método de coleta utilizado (Bankova et al., 2014; Papotti et al., 2012).

No geral, a propolis € uma substancia formada por uma mistura complexa de varios
componentes, que tém origem nas abelhas, nas plantas ou no ambiente. Cerca de 50% dos
componentes da propolis ¢ formado por resinas, 30% por ceras, 10% oOleos essenciais, 5%
polen e 5% de outros compostos organicos variados (Park et al., 2002; Pietta et al., 2002).

A propolis brasileira ¢ muito apreciada no mundo inteiro. De acordo com dados do
Japan Trade Organization, 92% da propolis consumida no Japdo € proveniente do Brasil
(Schmidt et al., 2014). Foram classificados at¢é o momento 13 tipos de propolis brasileira,
sendo o ultimo deles catalogado em 2007 como Prépolis Vermelha Brasileira (PVB) (Quadro
01). Uma aten¢ao especial tem sido dada a esse ultimo tipo desde entdo, devido ao potencial
de descoberta de novas moléculas, que podem ndo estar presente em outros tipos de propolis
(Alencar et al., 2007; Park et al., 2002). Esse tipo de propolis foi caracterizado quimicamente

e botanicamente quase simultaneamente por Daugsch et al. (2008) e por Silva et al. (2008).

Quadro 01 — 13 tipos de propolis brasileira relatados na literatura.

~ Origem botanica Regiao de
Grupo Coloracio . ~
predominante producao
01 Amarela -
02 Castanha clara - Sul
03 Castanha escura Populus alba
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04 Castanha clara -

05 Marrom esverdeada =
Marrom e e
06 avermelhada Hyptis divaricata
07 Marrom esverdeada =
08 Castanha escura -
Nordeste
09 Amarela =
10 Amarela escura -
11 Amarela -
Baccharis
12 Verde dracunculifolia Sudeste
13 Vermelha Dalbergia Nordeste
ecastophyllum

Fonte: Carvalho, 2019.

A Propolis Vermelha Brasileira (PVB) ¢ o segundo tipo de propolis mais
comercializado no Brasil, com uma ampla variedade de constituintes quimicos, como
chalconas, flavonoides, isoflavonas, pterocarpanos e isoflavanas. A partir de seu extrato bruto,
podem ser isoladas diversas substincias, como vestitol, neovestitol, Oblongifolina B,
Guttiferona E, medicarpina, entre outras. A cor vermelha caracteristica se deve a presenca de
isoflavanas catidnicas C30 (retusapurpurinas A e B) (Czako et al., 2001; Frozza et al., 2013;
Silva et al., 2024).

A origem botanica da PVB estd numa resina vermelha, que exsuda de ferimentos
causados por insetos nos caules de uma trepadeira lenhosa, muito comum nas regides de
restingas € manguezais. A espécie tem sido referida como Dalbergia ecastophyllum, por
muitos botanicos brasileiros. Esse nome também foi utilizado para designar a planta fonte da
resina nas primeiras publica¢des sobre a propolis vermelha brasileira e tem sido usado em
todas as publicacdes, desde entdo (Salatino et al., 2018).

Vérios estudos tém confirmado a presenca de uma rica variedade de compostos
fenolicos, tanto na propolis quanto na resina da planta, como chalconas (por exemplo,
isoliquiritigenina), flavonoides (por exemplo, luteolina, liquiritigenina), isoflavonas (por

exemplo, formononetina, biochanina A), isoflavanas (por exemplo, vestitol, neovestitol, 7-O-
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metilvestitol), pterocarpanos (por exemplo, medicarpina, homopterocarpina, vesticarpano) e
isoflavanas C30 (retusapurpurinas A e B). Relatos sobre a presenga de quantidades
significativas de benzofenonas polipreniladas, como gutiferona E e oblongifolina A também
tém sido reportados (Piccinelli et al., 2011; Silva et al., 2024).

As importantes atividades bioldgicas dos extratos da PVB, como propriedades
antimicrobianas, fungicidas e citotdxicas, tém sido correlacionadas com a ocorréncia de
benzofenonas polipreniladas gutiferona E e oblongifolina A. Esses compostos sao
caracteristicos e exclusivos do tipo de propolis brasileiro e tém origem botanica em plantas
pertencentes a familia Clusiaceae, mais precisamente S. globulifera (Ccana-Ccapatinta et al.,
2020).

A PVB pode ser encontrada em colmeias nas costas de mangues, rios € mares nos
estados de Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Sergipe e Bahia, localizados no nordeste brasileiro.
O estado de Alagoas é o unico certificado internacionalmente como produtor desse tipo de
propolis no mundo, tendo a propolis proveniente de 14 obtida a indicagdo geografica, pelo

Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) (Freires ef al., 2016).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO EXTRATO DA PROPOLIS VERMELHA

O extrato foi gerado a partir da coleta da propolis no dia 18/09/2021, obtendo-se uma
extracdo de propolis vermelha a 11%, tendo como liquido extrator o alcool de cereais a 70%.
Um litro do extrato de PVB foi adquirido pronto da Associagdo de Meliponicultores,
Apicultores, Pescadores e Produtos Rurais de Marechal Deodoro e Adjacéncias — AL.

O produto foi cadastrado no SISGEN sob o nimero: ABC4614 (anexo B).

Com o extrato liquido foram realizadas as analises descritas nos itens 3.2, 3.3 ¢ 3.4.

Uma aliquota de 200mL do extrato liquido obtido foi secada em rotaevaporador
Lucadema® a 40°C, até a retirada de todo o solvente. O material resinoso resultante foi
liofilizado no equipamento LIOTOP® (modelo L101), sob as seguintes condigdes: pressdo de
cerca de 30mmHg, temperatura de cerca de -55°C e tempo de secagem em torno de 72 horas.

O extrato seco foi utilizado para as analises descritas no item 3.5.
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3.2 DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO EXTRATO
OBTIDO

Foram realizados utilizando o extrato liquido testes de pH, densidade de massa e
densidade relativa, determina¢do do teor alcoodlico, residuo seco e avaliacdo das caracteristicas
organolépticas do extrato obtido, todos preconizados na Farmacopeia Brasileira 6* edig@o

(Brasil, 2019a).
3.2.1 Determinacao do pH

A determinagio do pH foi realizada através do uso de peagdmetro da Quimis®.

Retirou-se o béquer do peagametro contendo solucdo de KCI, na qual esteve
mergulhado o eletrodo quando o medidor ndo esta em uso; Lavou-se o eletrodo com jatos de
agua destilada e enxugou-se com papel filtro; Imergiu-se o eletrodo em solugdo tampao de
referéncia, verificando-se a temperatura em que se vai operar; Lavou-se o eletrodo com varias
porc¢des de agua. Na segunda solucdo tampao de referéncia, imergiu-se o eletrodo e verificou-
se o valor de pH registrado.

Lavou-se mais uma vez o eletrodo com vérias por¢des de dgua destilada e aferiu-se o

pH da amostra. O procedimento foi realizado em triplicata (Brasil, 2019a).
3.2.2 Determinacio da Densidade de Massa

Para determinacdo da densidade, utilizou-se um picnometro limpo e seco, com
capacidade de 25mL a 25°C. Foi realizada a calibragdo, determinando-se a massa do
picnometro vazio e, em seguida, a massa do seu conteudo com agua destilada.

Apbs a calibragdo, transferiu-se a amostra para o picnometro e pesou-se em balanca
analitica. O peso da amostra foi obtido através da diferenca de massa do picnometro cheio e

vazio. O teste foi realizado em triplicata (Brasil, 2019a).
3.2.3 Determinacio de Residuo Seco dos Extratos

Em um pesa-filtro, de cerca de 50 mm de didmetro e 30 mm de altura, introduziu-se
2mL do extrato bruto. Evaporou-se a secura em banho-maria e, em seguida, secou-se em

estufa a 100°C durante trés horas. Apds resfriamento em dessecador em presenga de gel de
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silica anidro concentrado foi realizada a pesagem em balanga analitica. O teste foi realizado

em triplicata (Brasil, 2019a).

3.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Todos os testes qualitativos descritos a seguir foram realizados para o extrato liquido

de acordo com os estudos de Costa (1994) e Silva et al. (2018).
3.3.1 Teste para Cumarinas

Com auxilio de um capilar, aplicaram-se duas fortes manchas de aproximadamente
1,5cm de didmetro, em um pedaco de papel de filtro ndo fluorescente. Aplicou-se sobre uma
das manchas uma gota de solucdo alcoodlica de KOH 1N. Cobriu-se parcialmente as manchas
com um cartdo opaco nao fluorescente e expds-se o conjunto a agdo da luz UV, por cerca de 2
a 3 minutos. Descobriu-se a parte encoberta ainda sob luz UV, e observou-se a modificagao

na fluorescéncia da mancha alcalinizada (Costa, 1994; Silva ef al. 2018).
3.3.2 Teste para Fendis e Taninos

Em um tubo de ensaio foi colocada a amostra de cerca de 2mL, em um segundo tubo
foi colocada 4gua destilada em mesma quantidade. A ambos os tubos foram adicionadas trés
gotas de solugdo alcodlica de FeCls. Agitou-se bem e observou-se se havia variagdo de cor e
formacao de precipitado. O tubo em que foi colocada dgua destilada foi usado como branco

(Costa, 1994; Silva et al. 2018).
3.3.3 Teste para Antocianinas e Antocianidinas e Flavondides

Foram tomados trés tubos contendo aliquotas de cerca de 2mL da amostra. Os pHs
foram ajustados para 3; 8,5 e 11 respectivamente. As mudancas na coloragdo do material

foram observadas e comparadas de acordo com o Quadro 02 (Costa, 1994; Silva et al. 2018).
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ondentes a presenc¢a de constituintes no analito.

Acido (3) Alcalino Alcalino (11)

(8,5)
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas  Azul-Parpura
Flavonas, Flavonois e Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha - Verm. Parpura
Flavanondéis - - Verm. Laranja

Fonte: Costa, 1994; Silva et al. 2018.
Obs: A presenca de um constituinte pode mascarar a cor indicativa da presenca de outro.

3.3.4 Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavonas

Foram separados dois tubos contendo aliquotas da amostra. Ao primeiro tubo, foi
adicionado HCI para ajustar o pH 1-3 e, ao segundo, foi adicionado NaOH, para ajustar o pH
at¢ pH 11. Ambos foram aquecidos, com auxilio de uma lampada de alcool, durante 2 a 3
minutos, cuidadosamente. Observou-se qualquer modifica¢do na cor, por comparagdo com 0s
tubos correspondentes usados no texto anterior.

Aparecimento ou intensificacdo de cor indicava a presenca de constituintes

especificados no Quadro 03 (Costa, 1994; Silva et al. 2018).

Quadro 03 - Cores correspondentes a presenca de constituintes no analito.

Acido Alcalino

Leucoantocianidinas Vermelha -
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Catequinas (Taninos catéquicos) Pardo- -
amarelada

Flavonas - Verm. Laranja

Fonte: Costa, 1994; Silva et al. 2018.
Obs: A presenca de um constituinte pode mascarar a cor indicativa de outro.

3.3.5 Teste para Esteroides e Triterpenoides (Liberman-Burchard)

Para esse teste foi utilizado o extrato seco, obtido conforme método descrito no item 3.2.3.
Extraiu-se o residuo seco do pesa-filtro lavando de 2-3 vezes com 1-2 mL de cloroférmio,
tendo o cuidado de solubilizar bem o residuo no solvente. Filtrou-se a solu¢ao cloroférmica
gota a gota, em um pequeno funil fechado com uma bolinha de algodao, coberto com alguns
decigramas de Na,SO, anidro, para um tubo de ensaio bem seco. Foi adicionado 1 mL de
anidrido acético, seguido de suave agitacao, logo apos juntou-se cuidadosamente trés gotas de
H,SO, concentrado. Apdés uma suave agitacdo, foi observada a presenga ou auséncia das
seguintes cores:

= Coloragdo azul evanescente, seguida de verde permanente, ¢ indicativo de presenga de

esteroides livres;

= (Coloragao parda até vermelha indica triterpenoides pentaciclicos livres (Costa, 1994;

Silva et al. 2018).

3.3.6 Teste para saponinas

Tomou-se o residuo insolivel em cloroférmio, separado no item 3.3.5. Ele foi dissolvido
com 5 a 10 ml de dgua destilada e a solugdo filtrada para um tubo de ensaio. Agitou-se o tubo
com a solugao, fortemente, por 2 a 3 minutos e observou-se a formacdo de espuma.

= Espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presenca de saponinas

(heterosideos saponinicos) (Costa, 1994; Silva et al. 2018).
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3.4 ANALISES QUANTITATIVAS
3.4.1 Analises por CLAE-DAD

As andlises por CLAE-DAD foram realizadas na Central de Andlise de Farmacos,
Medicamentos e Alimentos (CAFMA) da UNIVASEF.

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a detector de arranjo
de diodo (CLAE-DAD), foram realizadas utilizando um cromatografo liquido Shimadzu®
equipado com um sistema quaternario de bombas (LC — 20AT), degaseificador (DGU — 20A),
injetor automatico (SIL - 20A), forno (CTO - 20A), detector DAD (SPD - M20) e controlador
(CBM — 20A). Os dados foram analisados usando software Shimadzu® LC-Solution 1.0; e
uma coluna cromatografica Agilent® (4,6x250mm, 5 um). Todas as solu¢des foram
degaseificadas e filtradas, através de membrana filtrante de 0,22 pm (Chromafil® Xtra, EUA),
antes de serem analisadas no cromatografo.

Diluiram-se 100 pL do extrato liquido de PVB, em baldo volumétrico de 5 mL, em
metanol (Dinidmica®). Para andlise da amostra no cromatografo, a temperatura foi mantida
constante em 30°C, com fluxo de 1,0 mL.min"", volume de injegdo de 3 pl e tempo de analise
de 45 min (Tabela 03). A fase moével foi composta por: solvente A — dgua ultrapura e solvente
B — metanol grau HPLC (Honeywell®). Todas as andlises foram realizadas em triplicata, e os

cromatogramas foram obtidos em 280 nm.

Tabela 01 - Sistema gradiente de fase movel utilizado para determinagdo qualitativa em
CLAE-DAD.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0-25 95-0 5-100

25-30 0 100

30-35 0-95 100 -5
35-45 95 5

Legenda: Solvente A — dgua ultrapura e B — metanol grau HPLC
Fonte: Autor.
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3.4.2 Analise dos padrdoes analiticos

ApoOs o desenvolvimento do método cromatografico, as substancias quimicas de
referéncia (SQRs) (Tabela 02) foram analisadas por CLAE-DAD, com as mesmas condi¢des
de andlise das amostras. A andlise das SQRs foi feita por comparacao do tempo de retencao e
pelo perfil dos espectros de UV (Amax) dos picos encontrados nos cromatogramas das

amostras e das Substancias Quimicas de Referéncia (SQRs).

Tabela 02 - Concentragdes das SQRs utilizadas no desenvolvimento do método.

Concentracio (ng.ml?)

Acido clorogénico 200,00
Acido galico 200,00
Acido o-cumarico 200,00
Acido protocatecuico 200,00
Apigenina 200,00
Catequina 200,00
Cumarina 200,00
Hesperidina 440,00
Kaempferol 200,00
Narigenina 200,00
Orientina 200,00

32



Rutina 200,00

Quercetina 3-p-glicosideo 200,00

Legenda: SQR- Substancia Quimica de Referéncia
Fonte: Autor.

3.5 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

O método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau ¢ uma das metodologias mais
empregadas para quantificagdo de compostos fendlicos totais. Trata-se de uma reagdo de
oxirreducdo, na qual, os acidos fosfotungstico e fosfomolibdico, ao entrar em contato com os
polifendis presentes na amostra, tém os ions tungsténio e molibdénio reduzidos, em pH
alcalino. A reacdo ¢ caracterizada devido a alteracao na coloracdo da solucao; os compostos
adquirem coloracdo azul, absorvendo luz no comprimento de onda de 760 nm (Lazarotto et
al., 2020).

Esse teste geralmente ¢é realizado usando 2h como tempo de espera, ap6s a adi¢ao dos
reagentes para a leitura no espectrofotometro (Singleton et al., 1999).

Para esse estudo, adaptaram-se as condig¢des de acordo com o trabalho de Lazzarotto
et al (2020). Foi utilizado o extrato seco e otimizado o tempo de reagdo para 30min.

Para calcular a concentragdao de polifendis totais, foi preparada uma curva-padrao de
acido galico, com concentragdes distintas, sendo estas, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 ug.mL", obtidas a
partir da primeira solugdo alcodlica de 100 pg.mL™". A reagdo ocorreu em baldes volumétricos
de 5 mL, identificados com o respectivo valor de cada concentracdo. A cada baldo, foram
adicionados 3 mL de agua, 1 mL da amostra diluida, 0,4 mL de reagente Folin-Ciocalteau
(RFC) e 0,6 mL de Na,CO; a 20%. Os baldes ficaram em repouso durante 30 min, a
temperatura ambiente, protegidos do abrigo da luz. A leitura das absorbéncias foi realizada a
760 nm, em espectrofotdmetro UV mini-1240 SHIMADZU®. O teor de polifendis totais foi
obtido, a partir da interpolagdo da absorbancia das amostras contra a curva de calibragdo com
padrdes de acido galico (20 a 100 ug.mL™") e expressos em mg de equivalentes de 4cido galico

(EAG)/100g de extrato de PVB (Lazzarotto et al., 2020).
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Apds modificagdes na metodologia descrita por Woisky, em 1998, pode-se estabelecer
as condigdes para o estudo com o extrato de PVB e o verniz odontologico produzido (Woisky
et al., 1998).

Para o doseamento de compostos fendlicos totais presentes no extrato de PVB, os
ensaios foram realizados em triplicata, com reagentes e condigdes de ambiente propiciados
pelo laboratorio de pesquisa. A curva-padrao foi construida com acido galico e o resultado foi
expresso em equivalentes de 4cido galico.

Para o uso do Reagente de Folin-Ciocalteu, ¢ necessario que o meio esteja em pH
alcalino, para ocorrer a formacdo molibdénio e tungsténio azul, por meio de reagdo de
oxirredugdo. O carbonato de sodio (Na,COs) é o reagente de escolha para tornar o meio
basico. Assim, a solu¢do de Na,COs a 20% foi preparada com 5g do sal, dissolvidos em dgua
destilada aquecida, aproximadamente a 70°C. O volume do baldo volumétrico foi completado

para 25 mL (Lazzarotto et al., 2020).
3.5.1 Construgiio da Curva Padrio de Acido Galico

Para a construcdo da curva-padrdo, preparou-se uma solucao-estoque de acido gélico
(1000 mg.L™"), solugdo de carbonato de sddio a 20%, reagente de Folin-Ciocalteau e agua

destilada. Para obter pontos distintos na curva, as dilui¢cdes seguiram a Tabela 03.

Tabela 03 — Valores utilizados para a constru¢ao da curva de acido galico.

1 5000,00 2,0 8,0 1000,00
2 1000,00 0,8 0,2 800,00
3 1000,00 0,6 0,4 600,00
4 1000,00 0,4 0,6 400,00
5 1000,00 0,2 0,8 200,00
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6 1000,00 0,1 0,9 100,00

7 500,00 0,1 0,9 50,00

Fonte: Autor.

Em seguida, foram adicionados 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteau e 300 uL da
solugdo de carbonato de sodio, em cada tubo de ensaio. Posteriormente, foram levados para
um ambiente escuro para reagdo ocorrer, durante 30 minutos, promovendo a oxidacao dos
fendis. Ao final, as leituras foram realizadas em espectrofotometro UV mini-1240

SHIMADZU®, a 760 nm.
3.5.2 Validacido da Metodologia Analitica

A validagao do método consistiu em ensaios experimentais, que atestam a reproducao
dos ensaios preconizados na RDC N° 166, de 24 de julho de 2017, da ANVISA. Todos os
ensaios espectrofotométricos foram realizados, ap6s as condi¢des de andlise serem estudadas
e estabelecidas (Brasil, 2017).

A analise estatistica foi realizada através do software Excel® (Microsoft Corporation)
para realizagdo através do teste de ANOVA de fator tnico. O nivel de significancia

considerado foi de 5%.
3.5.2.1 Linearidade

A linearidade da amostra e do padrao foram atestados por anélise de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados, a partir de trés curvas de calibracdo, usando cinco
concentracdes distintas. Apods os resultados, foi possivel observar o coeficiente de regressao

linear, o desvio padrao e a equagdo de regressdo (Brasil, 2017).
3.5.2.2 Limite de Detec¢do

Outro parametro avaliado foi o limite de deteccdo, a partir da construgdo da curva de
calibragdo com solugdes com faixa de concentragdo de 100 mg.mL™" a 0,5 mg.mL", obtidos a
partir de diluicdo de uma amostra de 8 mg.mL"' do extrato de PVB. Partindo de cada

concentracao, a solugdo final foi armazenada em um baldo de 5 mL, sendo constituido por 3
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mL de agua purificada, 1 mL da amostra, 0,4 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 0,6 mL do
carbonato de sddio a 20%. Os ensaios foram realizados em triplicata e, ao final, foi obtida a
média e o desvio-padrdo relativo das leituras. O limite de detec¢do (LD) e o limite de
quantificagdo (LQ) foram estimados, em pug.mL™, a partir do desvio padrio relativo (DPR) e a
inclinacdo da curva de calibragdo - IC (coeficiente angular), obtido pela linearidade da
amostra. Por meio das equacdes 1 e 2 (Brasil, 2017):
LD=33.0)+IC (1)
LQ=(10.0) = IC (2)
Onde:
o = desvio padrao relativo

IC = coeficiente angular
3.5.2.3 Seletividade

A seletividade foi avaliada a partir da adicdo de 0,4 mL do Reagente de Folin-
Ciocalteu a distintas concentracdes da amostra utilizadas, para construir a curva de
linearidade. Assim, o método foi considerado seletivo, quando os coeficientes angulares das
equagdes da reta das linearidades das amostras apresentaram resultados proximos (Brasil,

2017).
3.5.2.4 Precisdo

A precisdo foi avaliada por meio da repetibilidade. A repetibilidade foi obtida por
meio da analise em triplicata de 3 concentragdes da amostra, 20 ug.ml'1, 60 pg.ml' e 100
ug.ml”', submetida & metodologia adaptada de Folin-Ciocalteu. Os resultados estatisticos
referentes ao desvio padrao relativo (DPR) obtido, conforme a equacdo 3, foram obtidos
através de ANOVA. (Brasil, 2017).

DPR = (DP/CMD) x 100  (3)
Onde:
DP = desvio padrao

CMD = concentra¢ao média determinada
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3.5.2.5 Robustez

A robustez foi avaliada através de alteragdes de luminosidade, presenga e auséncia de
luz no ambiente, e aquecimento ou ndo da solucdo de carbonato de sodio (Na,COs). As
analises foram realizadas em triplicata. Os extratos alcodlicos continham concentragdo de 100
ug.ml'. As amostras foram lidas no comprimento de onda de 760 nm. Os resultados foram

analisados por ANOVA unilateral utilizando o software Excel® (Brasil, 2017).

3.6 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO VERNIZ DENTARIO

O verniz base foi elaborado a partir de etilcelulose solubilizada em alcool etilico
absoluto. Varias concentracdes de etilcelulose foram testadas até que se chegasse em uma
viscosidade proxima a dos vernizes utilizados comercialmente e de forma que nao
comprometesse as operacdes unitdrias a serem realizadas no processo de incorporacdo dos
outros componentes. Foram testadas as concentragdes de 2,5%, 5%, 10%, 15% e 20% de
etilcelulose em alcool absoluto. A solubilizacao da etilcelulose foi realizada sempre com o
auxilio de um banho de ultrassom SPLabor®. O tempo no banho de ultrassom variou entre
30min a 2h (etapas 1 a 3 da figura 01). A homogeneizacdo foi completada de forma manual,
de modo a obter um liquido viscoso e limpido (etapa 4 da figura 01). O extrato seco e liquido
foi pesado para as trés concentracdes de teste: 5%, 10% e 15%, sendo posteriormente
adicionado a base polimérica formada. Também foram testadas algumas concentra¢des de
NaF: 1%, 2%, 3%, 4% e 5%. Para tanto o NaF foi pesado e adicionado ao verniz em etapa
posterior ao extrato. Procedeu-se em seguida a homogeneizacdo manual de todos os
componentes (Neto, 2017).

Ao todo, foram produzidos cerca de 20 lotes de bancada, cujas composigdes e

concentragdes serdo apresentadas na tabela 04.
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Figura 01 — Representagao esquematica do processo de produgdo do verniz odontolédgico.
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Fonte: Autor (2024).

Tabela 04 — Concentragdes usadas para a formulagao do verniz odontolégico.

1g 5 - - -
1g 10 - - -
1g 15 - = -
1g 5 1 - -
1g 5 2 - -
1g 5 3 - -
1g 5 4 - -
1g 5 5 - -
1g 5 1,25 - 0,1
1g 5 2,5 - 0,1
1g 5 5 - 0,1
1g 5 5 1 -
Ig 5 5 2 ;
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1g 5 5 5 -

1g - 1 = -
1g - 2 - -
1g - 3 - -
1g - 4 - -
1g - 5 - -

Fonte: Autor.

3.7 CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DOS LOTES DE BANCADA

Seguindo a normatizagdo da RDC N° 658, de 30 de marco de 2022 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (Brasil, 2022), para cada lote de bancada
manipulado, serdo realizados os controles de qualidade adequados, de acordo com os

parametros preconizados pela Farmacopeia Brasileira 6* edigao (Brasil, 2019a).
3.7.1 pH do Verniz

Devido as caracteristicas de viscosidade e de adesdao do verniz o aparelho de pH nao
foi usado para esse teste. O pH da formulacao de interesse foi verificado a partir de fitas de
pH, onde foi observada a mudanga de coloragdo da fita. A faixa de pH foi avaliada, a partir da

comparagdo da fita com a bula do fabricante.
3.7.2 Densidade do Verniz

A massa de uma proveta foi aferida em uma balanga analitica. O verniz foi vertido na proveta,
observando um volume de 100mL. Entdo, a proveta contendo o verniz foi pesada. A massa
do verniz foi obtida pela diferenca entre a massa da proveta cheia e vazia. Com o peso € o

volume, a densidade foi obtida.
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3.7.3 Viscosidade do Verniz

A viscosidade foi determinada por um viscosimetro de Brookfield, que mede a
viscosidade pela for¢a necessaria para girar o spindle no liquido que esta sendo testado.

A medig¢do foi realizada por um viscosimetro da marca Laborana®, modelo Lab-
1086M21, onde o verniz foi adicionado no recipiente coletor do aparelho, até a marca
indicada no spindle L3. Entdo, foram selecionadas rotagdes de 10 a 60 rpm, observando a
porcentagem indicada no canto superior direito (que torna a leitura valida se estiver entre os
valores de 20 a 80), sempre esperando pela estabilizacdo dos valores indicados em milipascal

segundo (mPa.s).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato seco apresentou rendimento de 22%. O minimo de extrato seco segundo a
Instrucdo Normativa SDA n° 03, de 19 janeiro de 2001 ¢ de 11% (m/v), estando o extrato de
PVB, portanto, dentro dos padrdes de identidade e qualidade requeridos (Brasil, 2001).

4.1 DETERMINACAO DO PH

A média de pH encontrada a partir das trés medigdes para o extrato liquido bruto foi
ligeiramente acida (pH = 5.04), conforme demonstrado na Tabela 05.

Segundo Kawakita et al. (2015), o pH do extrato alcodlico de propolis varia entre 3.0 e
5.7, onde estudos revelam que maior parte dos valores de pH estdao em torno de 5.0. Logo, o

pH da amostra est4 de acordo com a literatura.

Tabela 05 — Valores de pH do extrato liquido.

pH Valores
pH 1 5,07
pH?2 5,10
pH 3 4,95
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Média de pH 5,04

Fonte: Autor.

4.2 DETERMINACAO DA DENSIDADE DE MASSA

Realizado de acordo com o método do picndmetro descrito no item 3.2.2. Os

resultados sdo demonstrados na tabela 06.

Tabela 06 — Valores utilizados na determina¢ao da densidade.

Picnoémetro vazio 28,3790
Picnoémetro + agua 54,5622
Picnémetro + amostra 51,9843
Densidade relativa 0,9527

Fonte: Autor.

4.3 DETERMINACAO DE RESIDUO SECO DO EXTRATO LIQUIDO

Os testes de residuo seco foram realizados a partir de 2g de extrato fluido, cuja média
de residuo seco foi de 1,8085g (Tabela 07 e Figura 02). O teor de umidade obtido foi de 10%
(m/m), estando fora dos padrdes de identidade e qualidade segundo a Instru¢do Normativa
SDA n° 03, de 19 janeiro de 2001, onde o maximo de perda por dessecagdo ¢ de 8% (m/m).
Esse padrio ¢é corroborado junto com pesquisas de Mariano (2014), em que o teor de umidade

foi de 4,5% (m/m) e de Nunes (2019), com valores médios de umidade de 7,64% (m/m).
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Residuo 42,9391 1,9905
seco 1

Residuo 40,5720 2,0055

seco 2

Residuo 42,1192 1,9989
seco 3

Média
residuo
seco

Fonte: Autor.

44,9296

42,5775

44,1181

Tabela 07 — Valores utilizados para determinagado de residuo seco.

43,1272

40,7625

42,3100

1,8024 9,45%

1,8150 9,49%

1,8081 9,54%

1,8085 9,50%

O teor de residuos solidos obtidos depois da secagem foi, em média 9,5%. Mariano

(2014) relata um percentual de 8,39% de residuo seco para a PVB, o que demonstra que o

resultado encontrado estd em conformidade com o padrdo observado na literatura, sendo ainda

um pouco superior.

Figura 02 — Pesa-filtros contendo residuo seco do extrato apos a secagem.

Fonte: Autor (2022).
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4.4 ANALISES QUALITATIVAS

Mendonga et al. (2015) realizaram os testes, de acordo com a metodologia de Matos
(1997) e encontraram, nas amostras de propolis vermelha, taninos condensados; flavonas,
flavonois e xantonas; chalconas e auronas; catequinas e triterpendides. A amostra deste estudo
apresentou esses mesmos componentes € cumarinas, ndo apresentando apenas o0s

triterpendides, conforme demonstrado na Tabela 08 e nas Figura 03 e 04.

Tabela 08 — Auséncia ou presenca de constituintes encontradas nos testes qualitativos.

Cumarinas P
Fenois e Taninos P
Antocianinas ¢ Antocianidinas N
Flavonas, Flavono6is e Xantonas N
Chalconas e Auronas P
Flavanonois N
Leucoantocianidinas N
Catequinas (Taninos catéquicos) N
Flavonas P
Esteroides P
Triterpendides N
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Saponinas N

Legenda: P = positivo; N = negativo.
Fonte: Autor.

Conforme observado, alguns testes apresentaram resultado negativo, mesmo para
compostos sabidamente presentes no extrato, como flavonois, por exemplo, que puderam ser
comprovados nos testes qualitativos. Isso ocorre, pois, a técnica envolve reacodes
colorimétricas e, como o extrato possui naturalmente uma cor vermelha forte e caracteristica,

a leitura de alguns resultados pode ter sido comprometida.

Figura 03 - Resultado positivo para a presenca de cumarinas, indicado pela fluorescéncia.

Fonte: Autor (2022).

Figura 04 - Formagao de FeCls, indicando a presenca de compostos fendlicos e taninos.

45



Fonte: Autor (2022).
4.5 ANALISE QUANTITATIVA
4.5.1 Analises por CLAE-DAD

A analise por CLAE-DAD da amostra de extrato PVB permitiu determinar seu perfil

cromatografico (Figura 05).

Figura 05 - Cromatograma do extrato PVB em 280 nm.
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Fonte: Autor (2023).

As SQRs, descritas no item 3.4.2, foram analisadas sob as mesmas condi¢oes
cromatograficas utilizadas na analise do extrato PVB para identificar o tempo de retencdo e
espectro de UV. Os valores sdo apresentados na tabela 09 onde Amax corresponde ao

comprimento de onda maximo.

Tabela 09 - Resultados obtidos apos andlises de SQR pelo método cromatografico por
CLAE-DAD.
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Acido clorogénico

Acido gilico

Acido o-cumarico

Acido protocatecuico

Apigenina

Catequina

Cumarina

Hesperidina

Kaempferol

Narigenina

Orientina

Rutina

Quercetina 3-p-glicosideo

3,57

2,21

8,91

2,69

22,32

12,33

17,42

17,88

19,03

20,48

15,98

17,91

17,95

217/323

2117257

210/268/312

203/249/287

196/267/338

279

195/276/309

196/284/327

196/265/349

196/289

195/256/268/351

195/256/356

195/256/356

Legenda: SQR = Substancia Quimica de Referéncia; Amax = Comprimento de onda maximo.

Fonte: Autor.

Apos andlise dos tempos de retencao e os comprimentos de onda maximos encontrada

na amostra de PVB em comparacdo com as das SQRs, pode-se observar que nao houve
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Absorbancia (mAU)

Intensidade (mAU)

presenca das SQRs na amostra por analise de CLAE-DAD. Porém, foi possivel obter os perfis

dos espectros de UV dos picos cromatograficos majoritarios presentes na amostra de PVB.

Figura 06 - Perfil dos espectros no UV obtidos pelo detector DAD para amostras analisadas.
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Fonte: Autor (2023).

Pelo perfil dos espectros UV apresentados, podemos observar um pico de absorbancia
na regido de 196nm. Apesar de ndo ser possivel especificar qual, observamos que todos os
flavonoides pesquisados como SQR, t€ém padrio de absorbancia nessa regido. O que
corrobora os estudos qualitativos desse trabalho que apresentaram resultados positivos para

flavonoides. Como ndo ¢ objeto desse estudo a identificagdo dos flavonoides especificos
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relacionados a atividade farmacolégica da PVB, uma vez que sdo muitos, conseguimos
através dos resultados obtidos nesse teste identificar a presenca geral de compostos fendlicos

no perfil de absorbancia da amostra.

4.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

4.6.1 Curva Padrio de Acido Galico

Diante da metodologia empregada, algumas observagdes foram realizadas, a utilizagao
de sete pontos para leitura da curva apontou a falta de linearidade, como mostra a tabela 10 e
no grafico 01. As concentracdes analisadas correspondem a 5, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 pg/mL.
O R* foi de 0,5722 e a equagdo da reta fornecida foi:

y=0,0029x +0,1086 (4

Tabela 10 — Absorbancias de acido galico usadas para a curva padrao / ensaio 1.1.

100 0,339 0,336 0,333 0,336
80 0,324 0,324 0,321 0,323
60 0,314 0,325 0,319 0,319
40 0,305 0,308 0,305 0,306
20 0,303 0,306 0,302 0,304
10 0,057 0,055 0,054 0,055
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5 0,016 0,016 0,024 0,019

Fonte: Autor.

Grafico 01 — Curva padrao de 4cido galico / ensaio 1.1.

Curva Padrio de Ac. Galico - Ensaio 1.1
04

f(x) = 0.0028622641509434 x + 0.108626684636119

2 _
0.35 R* =0.572287996198205

0.3
0.25
0.2
0.15

0.1

0.05 L

0 20 40 60 80 100 120

Fonte: Autor (2023).

Observou-se que as concentragdes abaixo de 20pg.mL™" fogem do padrdo matematico
esperado pela curva, quebrando a lei de Lambert-Beer. A lei de Lambert-Beer descreve a
relacdo linear entre a absorbancia de uma solugdo e a concentracdo da substincia que a
absorve (Mayerhofer et al, 2020).

A regra ¢ expressa pela equagdo 5.

A=¢g-cl (%)
Onde:
A ¢é a absorbancia,
€ € o coeficiente de absor¢ao molar,

¢ € a concentracao da substancia,
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1 € o caminho otico (a distancia pela qual a luz passa através da amostra).

Observa-se que, para os pontos abaixo de 20ug.mL™, a correlagdo determinada pela
equacao nao pode mais ser observada.

Portanto, os dois pontos divergentes foram eliminados e um novo grafico foi plotado

de acordo com o demonstrado abaixo no grafico 02:

Curva Padrio de Ac. Galico - Ensaio 1.2
0.34

0.33 f(x) = 0.000405 x + 0.2933
R? = 0.951973302379571

0.32
0.31

0.3
0.29
0.28

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Grafico 02 — Curva padrao de 4cido galico / ensaio 1.2.
Fonte: Autor (2023).

Dois novos ensaios foram também realizados utilizando-se apenas as concentragdes a
partir de 20pg.mL™". Os resultados estdo expressos abaixo nas tabelas 11 e 12 e nos graficos

03 e 04:

Tabela 11 — Absorbancias de acido galico usadas para a curva padrao / ensaio 2.

100 0,340 0,325 0,335 0,333
80 0,327 0,298 0,348 0,324
60 0,311 0,315 0,318 0,315
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40 0,311 0,309 0,305 0,308

20 0,294 0,306 0,303 0,301

Fonte: Autor.

Curva Padrao de Acido Galico - Ensaio 2
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Grafico 03 — Curva padrao de 4cido galico / ensaio 2.

Fonte: Autor (2023).

Tabela 12 — Absorbancias de acido galico usadas para a curva padrao / ensaio 3.

100 0,332 0,333 0,335 0,333
80 0,329 0,311 0,330 0,323
60 0,317 0,316 0,313 0,315
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40 0,306 0,305 0,308 0,306

20 0,302 0,299 0,300 0,300

Fonte: Autor.

Grafico 04 — Curva padrao de 4cido galico / ensaio 3.

Curva Padrio de Ac. Galico - Ensaio 3
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Fonte: Autor (2023).

Observa-se que, no segundo € no terceiro ensaios, utilizando as concentragdes 20, 40,
60, 80 ¢ 100pug.mL™"'. Os R? foram, respectivamente, de 0,9936 ¢ 0,09938 a equacdo da reta

fornecida foi:

y = 0,0004x + 0,2921 (6)
y = 0,0004x + 0,2908 (7)
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4.6.2 Linearidade

Foram realizados ensaios em triplicata em trés dias distintos para os testes de
linearidade, nos quais foi observado o mesmo padrio erratico do encontrado no primeiro
ensaio da constru¢do da curva de acido galico. As médias foram calculadas e os graficos
plotados de acordo com o que se apresenta a seguir nas tabelas 13, 14 e 15 e nos graficos 05,

06e07:

Tabela 13 — Absorbancias da amostra para linearidade / ensaio 1.

100 0,305 0,302 0,303 0,303
80 0,263 0,263 0,263 0,263
60 0,232 0,234 0,233 0,233
40 0,183 0,183 0,184 0,183
20 0,121 0,120 0,120 0,120

Fonte: Autor.

Grafico 05 — Curva de linearidade da amostra / ensaio 1.

Fonte: Autor (2023).
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Tabela 14 — Absorbancias da amostra para linearidade / ensaio 2.

100 0,287 0,281 0,283 0,284
80 0,259 0,246 0,244 0,250
60 0,212 0,217 0,210 0,213
40 0,169 0,170 0,167 0,169
20 0,104 0,105 0,104 0,104

Fonte: Autor.

Grafico 06 — Curva de linearidade da amostra / ensaio 2.
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Curva da Amostra - Ensaio 2
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Fonte: Autor (2023).

Tabela 15 — Absorbancias da amostra para linearidade / ensaio 3.

100 0,319 0,325 0,326 0,323
80 0,261 0,263 0,267 0,264
60 0,219 0,225 0,224 0,223
40 0,168 0,177 0,175 0,173
20 0,114 0,121 0,117 0,117

Fonte: Autor.

Grafico 07 — Curva de linearidade da amostra / ensaio 3.



Fonte: Autor (2023).
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De acordo com os resultados observados, a curva apresenta um padrao de linearidade
com R? acima de 0,98. A RDC 166/2017 da ANVISA preconiza que para o método ser
considerado linear, o valor minio do R? deve ser 0,990. Esse valor foi alcangado com a curva
construida a partir do ensaio 3, em que R*=0,997 ¢ a equagdo da reta:

y =0,0025x +0,0694  (8)

Com base no ensaio 3, o método pode ser, portanto, considerado linear (Brasil, 2017).

4.6.3 Limite de Deteccio e Limite de Quantificaciao

Para o Limite de Deteccao e Quantificagao foi calculado desvio padrao do intercepto
com o eixo Y das 3 curvas de calibragdo construidas para o padrao de acido galico, conforme
preconizado pela RDC 166/2017 da ANVISA (Brasil, 2017). Os resultados estdo

demonstrados na tabela 16.

Tabela 16 — Desvio padrao do intercepto com o eixo y das 3 curvas de calibragao.
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Curva 1 0,2933

Curva 2 0,2921 0,0013

Curva 3 0,2908
Fonte: Autor.

O LD e o LQ foram entdo calculados de acordo com as equagdes 2 e 3
respectivamente obtendo os valores demonstrados abaixo:

LD = 10,725 pg.mL"

LQ=32,5 pg.mL"

Esses resultados corroboram o teste realizado no ensaio 1 da construgdo da curva de
calibracdo, onde observou-se a quebra da previsdo matematica para os valores dos pontos com
as concentragdes de 10pug.mL" e S5ug.mL", isso ocorreu, portanto, pois os valores encontram-
se muito distantes do limite de quantificagdo para o método. As leituras para 20 pg.mL™, por
estarem relativamente proximas ao limite de quantificagdo, ndo apresentaram divergéncia

estatistica tao significativa.
4.6.4 Seletividade

A seletividade pode ser observada conforme a comparacdo dos coeficientes angular,
coeficiente linear e o coeficiente de regressao, os valores proximos comprovam que o método
¢ seletivo para quantificacdo de compostos fenolicos. Como interferentes ao analito, foram
avaliadas auséncia e presenca de luz, mudangas na preparacao das solucdes reagentes de
carbonato de sddio e Folin-Ciocalteau e o tempo de reagdo para 2h e para 30min. Os dados
sdo de cinco repeti¢des para a curva, usando os mesmos valores de concentragdo que foram

usados para a linearidade e estdo demonstrados na tabela 17.

Tabela 17 — Comparacdo de dados das curvas construidas para seletividade.

Curvas a (coeficiente b (coeficiente r’ (coeficiente de
angular) linear) regressio)
1 0,062 0,0691 0,997
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2 0,092 0,072 0,981

3 0,090 0,084 0,990
4 0,089 0,086 0,987
5 0,061 0,069 0,991

Fonte: Autor.

E importante destacar que, a reagdo de Folin-Ciocalteau ¢ uma das metodologias mais
utilizadas para quantificacdo de compostos fendlicos, no entanto, o mecanismo basico do
método baseia-se em uma reagdo de oxidag¢ao-redugdo, em vista disso, a diminui¢do do tempo
de reacao e alguns cuidados, como o descarte da amostra de extrato alcoolico, apds a
utilizacdo, devem ser tomados, dado que, a propolis vermelha apresenta um alto teor de

umidade e sofre oxida¢ao com facilidade (Mariano, 2014).
4.6.5 Precisao
Os resultados obtidos no teste de precisao sao demonstrados na tabela 18 abaixo:

Tabela 18 — Resultados obtidos para o teste de precisao.

100 0,286 0286 o 0,287 0,001 0,402
60 0,225 0217 a2 0,224 0,006 2,728
0,11
20 0,109 011 0,112 0,004 3,892

Legenda: ABS = Absorbancia; CMD = concentracdo média determinada; DP = desvio padrao;
DPR = desvio padrio relativo.
Fonte: Autor.
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Todos os valores de DPR observados para as 3 concentragdes estdo abaixo de 5%,

limite maximo estabelecido pela ISO 14502-1:2005, indicando que o método € preciso.

4.6.6 Robustez

Os ensaios de robustez foram realizados variando os parametros de presenga os
auséncia de luz durante as leituras e presenga ou auséncia de aquecimento durante o preparo
da solucdo de carbonato de sédio. O tempo para todas as reacdes foi de 30min e as leituras
foram realizadas a 760nm em trés dias diferentes com a concentragido de 100 ug.mL™".

Os seguintes critérios foram observados na analise:

Reacdo 1: Presenca de luz + Reacao de Na,CO; preparada com aquecimento
Reagdo 2: Auséncia de luz + Reacdo de Na,CO; preparada sem aquecimento
Reagdo 3: Presenca de luz + Reagdo de Na,CO; preparada sem aquecimento

Os resultados estdo demonstrados abaixo na tabela 19.

Tabela 19 — Valores das médias das absorbancias encontradas.

Dia 1 0,301 0,298 0,298
Dia 2 0,274 0,286 0,297
Dia 3 0,314 0,316 0,312

Fonte: Autor.

A partir desses resultados, foi realizada a andlise de variancia de fator tinico, obtendo-

se 0 que se segue na tabela 20:

Tabela 20 — Resultado do teste de ANOVA para robustez.
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Grupo Contagem Soma Média Variancia

Reacdo 1 3 0,889 0,296333333 0,000416333
Reagdo 2 3 0,9 0,3 0,000228
Reacgdo 3 3 0,907 0,302333333 7,03333E-05
ANOVA
Entre grupos 5,48889E-05 2 2,74444E-05 0,115205224 2’893107 5,1432528
Dentro dos grupos  0,001429333 6 0,000238222
Total 0,001484222 8

Fonte: Autor.

A partir da aplicagio da ANOVA foi observado que ndo houve diferencas
significativas nos resultados, dado que o valor-p >0,05 indica que ndo ha diferencas
significativas entre as médias dos grupos para um nivel de significancia de 5%, demonstrando

que o método desenvolvido ¢ robusto.
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4.7 FORMULACAO DO VERNIZ ODONTOLOGICO

Das cinco concentragdes de etilcelulose testadas para a formulagdo da base polimérica
do verniz, conforme o item 3.7, a de 15% foi a que apresentou melhor viscosidade e interacao
com os outros componentes da formulacdo, portanto, ela foi a concentragdo utilizada para os
demais testes.

Estudos citotoxicos in vitro para propolis vermelha realizados por Mendes (2019)
demonstraram que a concentragdo de 10% foi a que apresentou melhor viabilidade celular. De
Luca (2011) realizou estudo semelhante obtendo melhores resultados para propolis verde na
concentracdo de 15%. Com base nesses estudos estabelecemos as concentragoes de 5%, 10%
e 15% para os testes realizados nesse trabalho.

A concentragdo de fllior a 5% € a que esta presente nos vernizes comerciais. Testamos
essa concentracdo como limite maximo de flior para nossa formulagdo. Também foram
testadas as concentragdes de 1%, 2%, 3% e 4% para NaF em associa¢do com a PVB.

O verniz foi formulado de acordo com as concentragdes (m/m) apresentadas na tabela

21 abaixo:

Tabela 21 — Formagao de precipitado nas concentragdes testadas para a formulacdo do verniz
odontologico.

1g 5 - - - Ausente
1g 10 - - - Ausente
1g 15 - - - Ausente
1g 5 1 - - Presente
1g 5 2 - - Presente
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1g 5 3 - - Presente

1g 5 4 - - Presente
1g 5 5 - - Presente
1g 5 1,25 - 0,1 Presente
1g 5 2,5 - 0,1 Presente
1g 5 5 - 0,1 Presente
1g 5 5 1 - Presente
1g 5 5 2 - Presente
1g 5 5 5 - Presente
1g - 1 - - Presente
1g - 2 - - Presente
1g - 3 - - Presente
1g - 4 - - Presente
1g - 5 = - Presente

Fonte: Autor.

Conforme se pode constatar a partir desses resultados, hd uma incompatibilidade

visivel entre o NaF e a base de etilcelulose. Foram feitas tentativas de resolugdo para essa
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incompatibilidade utilizando-se agentes suspensores, como a carboximetilcelulose € 0 EDTA,
mas nao se obteve sucesso em nenhuma das concentragdes testadas. Foram entdo preparados
vernizes apenas com flaor, sem PVB, nas concentragdes de 1%, 2%, 3%, 4% e 5%. Em todos
os casos foi observada a formagdo de precipitado. Alguns exemplos sdo mostrados abaixo nas

figuras 07 e 08.

Figura 07 — Testes de interagdo entre NaF e outros componentes da formulagao.

Legenda: 1 — PVB 5% + NaF 1%; 2 — PVB 5% + NaF 5%; 3 — PVB 5% + NaF 2,5% + EDTA
0,1%; 4 — PVB 5% + NaF 5% + EDTA 0,1%; 5 — NaF 1%; 6 — NaF 4%.
Fonte: Autor (2024).
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Figura 08 — Testes de interag@o entre NaF a 1% e 4% na base polimérica do verniz.

Fonte: Autor (2024).

Foram realizados testes de formulagdo com o extrato liquido e com o extrato seco para
as concentragdes escolhidas. Como o extrato liquido utiliza 0 mesmo solvente que o utilizado
para formular a base do verniz, ao tentar fazer a mistura dos dois componentes a viscosidade
da base era diminuida de forma inversamente proporcional a concentragao de PVB utilizada
(figura 09). Portanto, foi observado que, principalmente para concentragdes menores, 0 mais
recomendado seria o uso do extrato seco. Conforme observado também, ndo ha nenhuma
incompatibilidade visivel entre o verniz base e o extrato seco de PVB em nenhuma das

concentracoes testadas.

65



Figura 09 — Incorporagdo do extrato liquido de PVB a base do verniz.

Fonte: Autor (2024).

O verniz se apresenta como um liquido viscoso, de coloragdo vermelha intensa e
brilhante (figura 10).

Apresenta densidade relativa de 0.908 e pH de 5.5, que foi comparado com o estudo
feito por Carvalho (2011), que realizou testes de pH nos vernizes Duraphat®, pH=4.5,
Duofluorid® e vernizes contendo glicerofosfato de calcio, pH=8.0. Indicando que o verniz de

PVB esta dentro dos padrdes comerciais.
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Figura 10 — Apresentacao final do verniz formulado.

Fonte: Autor (2024).

Os valores medidos para viscosidade dindmica, encontrados para o verniz final sdo

indicados abaixo na tabela 22.

Tabela 22 — Valores de viscosidade dindmica do verniz.

10 123,6
20 113,7
30 110,6
40 110,2
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Fonte: Autor.

Os valores reportados na literatura consultada foram medidos para viscosidade
cinematica, que esta inversamente relacionada com a densidade da formulagcdo. O valor de
densidade da formulagdo, obtido de acordo com o indicado na metodologia, foi de 0,908. Os
valores de viscosidade dindmica foram aqui convertidos para viscosidade cinematica através
da equagdo 10, e estdo demonstrados na tabela 23.

I mPa.s =1 ¢St x Densidade (10)
Onde:
mPa.s: Milipascal segundo

cSt: centistoke

Tabela 23 — Valores de viscosidade cinematica do verniz.

Rotacao (rpm) Viscosidade (cSt)
10 136,1
20 125,2
30 121,8
40 121,3

Fonte: Autor.

Asian, Quenta e Castillo (2021) fizeram um estudo verificando a viscosidade e
molhabilidade de trés marcas comerciais de vernizes fluoretados: Duraphat®, Clinpro™ White
Varnish e Fluor Protector®, além de um produto controle produzido pelos autores. A
viscosidade de cada verniz foi de 841.10 + 16.2; 35.27 £ 0.06; 21.60 £ 0.20 ¢ 14.23 + 0.21,
respectivamente. Independente da rotacdo (rpm) aplicada, o verniz de PVB na base de
etilcelulose produzido no nosso estudo, manteve viscosidade maior do que duas marcas
comerciais ¢ do verniz desenvolvido por Asian, Quenta e Castillo. No entanto, possui

viscosidade seis vezes menor que o padrio ouro, o Duraphat®. Sendo assim, o verniz
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produzido encontra-se dentro dos parametros de viscosidade aceitaveis para vernizes

fluoretados comerciais.
5. CONCLUSAO

O extrato de propolis vermelha brasileira apresentou caracteristicas compativeis com a
literatura, identificamos a presenga de compostos fendlicos, componentes reportados na
literatura como responsaveis pela acdo antimicrobiana e anti-inflamatéria, alvos importantes
para o tratamento e preven¢ao da carie dentaria.

O método analitico para quantificagdo de compostos fendlicos na PVB foi validado de
acordo com os parametros estabelecidos em normativa da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria.

A técnica para a producdo da base polimérica de etilcelulose se mostrou simples e
exitosa, bem como a incorporacdo do extrato de PVB a essa base produzida. Entretanto, a
incorporagdo do NaF a formulagdo se mostrou dificultosa, uma vez que foi observada uma
clara incompatibilidade com o verniz base.

O verniz produzido a base de Propolis Vermelha Brasileira apresentou caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas consistentes com os vernizes j& utilizados comercialmente
em todas as concentragdes e condigdes analisadas, se apresentando, portanto, como uma

possivel alternativa terap€utica para o tratamento e prevencao da cérie.
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