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RESUMO

Desenvolvimento e avaliacdo clinica de um gel facial de propolis vermelha na
terapéutica da acne vulgar de grau 1 e 2. Karla Bruna Nogueira Torres Mormino.
Orientadora: Profa. Dra. Marta Maria de Franca Fonteles. Tese de Doutorado em
Desenvolvimento e Inovagdo Tecnologica em Medicamentos. Universidade Federal
do Ceara, 2019.

Introducdo: A acne é uma afeccao cronica, multifatorial e universal que geralmente
surge na adolescéncia podendo estender-se a vida adulta, acometendo ambos os
géneros. Para o tratamento da acne, produtos topicos sdo amplamente utilizados,
associados ou ndo a medicacdo sistémica. Frequentemente se utiliza agentes
ceratoliticos, peroxido de benzoila e antibioticos. A antibioticoterapia para
Propionibacterium acnes (P.acnes) é o padrdo, no entanto, devido aos efeitos
adversos e resisténcia bacteriana relacionados ao uso de antibidticos sintéticos,
atualmente ha uma tendéncia em se buscar tratamentos com produtos alternativos,
onde os principios ativos de produtos naturais estdo sendo cada vez mais
explorados, como no caso da propolis. Objetivos: Objetivou-se realizar um estudo
prospectivo de patentes dermatoldégicas sobre propolis; desenvolver, avaliar in vitro e
in vivo a efichcia de um gel facial a partir do extrato hidroalcodlico de propolis
vermelha brasileira (PVB), no tratamento da acne vulgar, grau 1 e 2. Material e
métodos: Inicialmente realizou-se um estudo documental de patentes em bancos de
propriedade intelectual no Brasil e no mundo. A segunda etapa foi dividida em
identificacdo e caracterizacdo da prépolis adquirida, ativacdo da cepa e estudo
microbioldgico in vitro. A terceira etapa realizou testes de estabilidade no gel.
Utilizou-se os polimeros Carbopol 940® e Natrosol® a fim de identificar a melhor
formulacdo possivel. Essas formulacdes foram armazenadas em estufa, a
temperatura ambiente (27,5 + 2,5 °C) e analisadas logo apds a sua preparacédo, bem
como apds 30 e 60 dias de armazenamento. Os estudos iniciaram com realizagao
de testes de pH e o peso das formula¢des. Os dados obtidos foram utilizados para
avaliacdo das caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas. A Ultima etapa da
pesquisa trata-se de um estudo do tipo ensaio clinico, randomizado, duplo-cego e
longitudinal, controlado. O estudo foi realizado no Laboratério de Manipulacao e
Qualidade da Farmacia Escola e de Microbiologia do Centro Universitario Catolica
de Quixada, onde foram triados 60 participantes, que foram divididos em dois
grupos: gel de PVB 2,5% e gel de peréxido de benzoila 5% para uso e comparacao
microbiologica antes e depois dos tratamentos. Resultados: O WIPO foi o banco
com o maior numero de depositos (43,7%), enquanto no INPI foram encontrados
apenas trés depositos (2,9%). O numero de depodsitos de patentes ao longo dos
anos aumentou, especialmente depois de 2014, com expressividade principalmente
de China (40,8%), Estados Unidos (29,1%) e Coréia do Sul (20,4%). Quanto o tipo
de produto, havia principalmente cremes e mascaras, mas a maioria dos
documentos ndo possuia especificacbes do produto. Todas as cepas deste estudo
foram sensiveis, com MIC90 < 2,5%. Com relacdo as caracteristicas organolépticas
da formulacdo com Carbopol 940® 0,5% foram observados cor amarelo intenso,
odor caracteristico, aspecto uniforme gelatinoso firme, mais fluido em relacédo ao 1%.
Ja na formulacdo com Carbopol 940® 1% a cor visualizada foi amarelo citrino, odor
caracteristico e aspecto uniforme, tipo geleia. Na formulacdo de Natrosol® 0,5% cor
amarelo mel, odor caracteristico intenso, aspecto bifasico, tipo gel fluido, com
guantidade baixa de espuma. No Natrosol® 1% viu-se a cor amarelo caramelizado,



com odor caracteristico intenso e aspecto bifasico, tipo gel fluido e com espuma
abundante. Foi observado que houve diminuicdo da massa em todos os polimeros.
Além disso, foi visualizado surgimento de coldnias fangicas nas formulacbes com
Natrosol®, especialmente na de 0,5%. No estudo in vivo, observou-se que 90 dias
depois do inicio, ambos os tratamentos, prépolis 2,5% (p= 0,0107) e perdxido de
benzoila 5% (p<0,0001) apresentaram reducdo significante das unidades contadas
gquando comparado ao baseline. Na comparacao inter-grupo houve significancia
(p=0,0403) do grupo tratado com perdxido de benzoila 5% quando comparado ao
prépolis 2,5%. Conclusdo: Ha séculos, as propriedades farmacolégicas da préopolis
sdo documentadas na literatura. A mesma € um interessante produto a ser
incorporado em materiais, inclusive os de uso dermatolégico, como os géis. Nesse
estudo, os resultados mostraram que o0s geéis manipulados com Natrosol®
apresentaram colonias fuangicas com maior evidéncia na concentracédo 0,5% e o gel
a base de Carbopol 940® 1% foi a formulacdo mais estavel. Nos estudos realizados,
confirmou-se a atividade antimicrobiana in vitro e eficacia clinica in vivo sobre P.
acnes. Conclui-se que o gel de prépolis € uma forte opcéo na terapéutica da acne,
por ser um produto inovador de origem natural, com eficacia comprovada.

Palavras-chave: Acne. Prépolis. Propionibacterium acnes.



ABSTRACT

Development and clinical evaluation of a red propolis facial gel in the treatment
of grade 1 and 2 acne vulgaris. Karla Bruna Nogueira Torres Mormino. Supervisor:
Professor PhD Marta Maria from Franca Fonteles. Doctoral thesis in Development
and Technological Innovation in Medicines. Federal University of Ceara, 2019.

Introduction: Acne is a chronic, multifactorial and universal condition that usually
appears in adolescence and can extend into adulthood, affecting both genders. For
acne treatment, topical products are widely used, whether or not associated with
systemic medication. Keratolytic agents, benzoyl peroxide and antibiotics are often
used. Antibiotic therapy against Propionibacterium acnes (P.acnes) is the standard,
however, due to the adverse effects and bacterial resistance related to the use of
synthetic antibiotics, there is currently a tendency to seek alternative product
treatments where the active principles of natural products are being increasingly
exploited, as in the case of propolis. Objectives: This study aimed to conduct a
prospective study of propologic dermatological patents; to develop, evaluate in vitro
and in vivo the effectiveness of a facial gel from the hydroalcoholic extract of
Brazilian red propolis (BRP), in the treatment of acne vulgaris, grade 1 and 2.
Material and methods: Initially a documentary study of patents in intellectual property
banks in Brazil and worldwide. The second stage was divided into identification and
characterization of acquired propolis, strain activation and in vitro microbiological
study. The third step performed stability tests on the gel. Carbopol 940® and
Natrosol® polymers were used to identify the best formulation possible. These
formulations were stored in a greenhouse at room temperature (27.5 £ 2.5 ° C) and
analyzed immediately after preparation, as well as after 30 and 60 days of storage.
The studies started with pH tests and the weight of the formulations. The obtained
data were used to evaluate the organoleptic and physicochemical characteristics.
The last stage of the research is a randomized, double-blind, longitudinal controlled
clinical trial study. The study was conducted at the Laboratory of Manipulation and
Quality of Pharmacy School and Microbiology of the Catholic University Center of
Quixada, where 60 participants were selected, divided into two groups: BRP gel and
benzoyl peroxide, for microbiological comparison before and after the different
treatments. Results: WIPO was the bank with the largest number of deposits
(43.7%), while INPI found only three deposits (2.9%). The number of patent filings
has increased over the years, especially after 2014, mainly from China (40.8%), the
United States (29.1%) and South Korea (20.4%). As for the type of product, there
were mainly creams and masks, but most documents did not have product
specifications. All strains in this study were sensitive, with MIC90 < 2.5%. Regarding
the organoleptic characteristics of the formulation with Carbopol 940® 0.5% it was
observed intense vyellow color, characteristic odor, firm uniform gelatinous
appearance, more fluid than 1%. In the formulation with Carbopol 940® 1% the color
displayed was citrus yellow, characteristic odor and uniform appearance, like jelly. In
the formulation of Natrosol® 0.5% honey yellow color, intense characteristic odor,
biphasic appearance, fluid gel type, with low amount of foam. In Natrosol® 1% was
the caramel yellow color, with intense characteristic odor and biphasic appearance,
fluid gel type and abundant foam. It was observed that there was a decrease in mass
in all polymers. In addition, fungal colonies were seen in Natrosol® formulations,
especially in 0.5%. In the in vivo study, it was observed that 90 days after initiation,
both treatments, propolis 2.5% gel (p = 0.0107) and benzoyl peroxide 5% gel (p



<0.0001) showed a significant reduction in the counted units when compared to
baseline. In the intergroup comparison there was significance (p = 0.0403) of the
group treated with benzoyl peroxide 5% when compared to propolis
2.5%.Conclusion: For centuries, the pharmacological properties of propolis have
been documented in the literature. It is an interesting product to be incorporated into
materials, including those for dermatological use, such as gels. In this study, the
results showed that gels manipulated with Natrosol® showed fungal colonies with
greater evidence at 0.5% concentration and Carbopol 940® 1% gel was the most
stable formulation. In the studies performed, in vitro antimicrobial activity and in vivo
clinical efficacy on P. acnes were confirmed. It is concluded that propolis gel is a
strong option in acne therapy, as it is an innovative product of natural origin, with
proven effectiveness.

Keywords: Propolis. Propionibacterium acnes. Acne.
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17

1 INTRODUCAO

A acne é uma afeccédo crbnica, multifatorial e universal que geralmente surge na
adolescéncia podendo estender-se & vida adulta, acometendo ambos os géneros. E
perceptivel, através da literatura, que certa parcela da populacdo ndo considera a acne
uma doenca, que, por sua vez nao causa maleficios a saude e, portanto, ndo sendo
necesséario tratamento. A acne causa problemas estéticos de graus variados e
consequentemente, acarreta um impacto psicossocial, trazendo prejuizos maiores,
sendo necessario assim, tratamento adequado (WILLIAMS; DELLAVALLE; GARNER,
2012). Provavelmente a acne é a doenca dermatolégica mais prevalente, podendo
acometer 85 a 100% da populacdo em qualquer fase da vida (FIGUEIREDO et al.,
2011).

A acne vulgar € caracterizada por lesdes que resultam da acdo dos horménios
sobre as glandulas sebaceas da pele, afetando as areas com maior densidade de
foliculos sebaceos. Essa condicdo patoldégica € bastante comum na adolescéncia,
sendo uma caracteristica quase que universal dessa faixa etéria. Acredita-se numa
incidéncia de 85% entre jovens de 12 a 24 anos, e que cerca de 12% das mulheres e
3% dos homens continuaram apresentando essa afeccdo até os 45 anos
(FIGUEIREDO et al., 2011).

Os fatores etiopatogénicos fundamentais para o surgimento da acne sao:
hiperproducgédo sebacea, ceratose do canal folicular, aumento da colonizagdo bacteriana
e inflamacdo dérmica. Embora a acne nao esteja associada a situacfes de morbidade
severa, incapacidade fisica ou mortalidade, tem significativas repercussfes fisicas
(cicatrizes), psicologicas (baixa autoestima, inibicdo social, depressédo e ansiedade) e
sociais (desemprego), que poderdo ser minimizadas com um tratamento precoce e
adequado (RODRIGUES NETO et al., 2015).

Com o intuito de delimitar a extensdo e 0 impacto que as lesOes estao
desencadeando, a acne é classificada de acordo com a sua gravidade. Dessa forma a
situacao clinica pode ser dividida em: ndo inflamatoéria, acne grau I; inflamatoria, acne
grau Il, Ill, IV (FIGUEIREDO et al., 2011; SCHMITT; MASUDA; MIOT, 2013).
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O diagnostico da acne vulgar é clinico, sendo geralmente simples distinguir as
diferentes formas, comedoénica, papulo-pustulosa e nodulo cistica. Sua terapéutica
baseia-se no principio do controle dos fatores que constituem sua patogenia, buscando
assim: reduzir a producdo sebacea e a queratinizacao folicular, diminuir a intensidade
de colonizacédo, principalmente, por Propionibacterium acnes (P. acnes) e cessar a
inflamagdo (STRAUSS et al., 2007; COSTA; LAGE; MOISES, 2010; FIGUEIREDO et
al., 2011).

Para o tratamento da acne, produtos tépicos sdo amplamente utilizados,
associados ou ndo a medicacdo sistémica. Frequentemente se utiliza agentes
ceratoliticos, peroxido de benzoila e antibidticos. A antibioticoterapia para
Propionibacterium acnes € o padrdo (MAZZARELLO et al., 2018), no entanto, devido
aos efeitos adversos e resisténcia bacteriana relacionados ao uso de antibiticos
sintéticos, atualmente ha uma tendéncia em se buscar tratamentos com produtos
alternativos, onde os principios ativos de produtos naturais estdo sendo cada vez mais
explorados (BARBOSA et al., 2014).

Nesse sentindo, destaca-se o uso de produtos naturais como a propolis no
tratamento da acne vulgar. Suas propriedades anti-inflamatorias e antibacterianas,
proporcionam a reducdo de lesdes inflamatérias e nao inflamatdrias, com reducao
significante da seborreia e excesso de oleosidade da pele com excelente tolerabilidade
(ALI et al., 2015).

A prépolis € um complexo resinoso, que é responsavel pelo selamento das
colméias de abelhas da espécie Apis mellifera, sendo a mesma proveniente da coleta
de materiais dos vegetais. Atualmente existem catalogados 200 tipos de compostos
identificados na proépolis, a partir de amostra geograficas diferentes e da diversidade
botanica (ANAUATE NETTO et al., 2013).

A composi¢cdo quimica da propolis depende da flora de cada regido visitada
pelas abelhas e com o periodo de coleta da resina. Pode apresentar flavonoides
(flavonas, flavondis e flavononas), terpendides, acidos aromaticos, esteroéides, proteinas
e muitos outros grupamentos organicos. As funcdes terapéuticas podem ocorrer atraves

do sinergismo destes compostos quimicos (LUSTOSA et al., 2008).
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A atividade anti-inflamatoria pode estar relacionada com a presenca de
flavondides, destacando-se a galangina. Este flavondide possui atividade inibitéria
contra a ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase. A propriedade antibacteriana da
propolis também esta relacionada com a presenca de flavonona pinocembrina, ao
flavonol galagina e ao éster feniletil do acido caféico, o0 mecanismo de acdo se da
através da inibicdo do RNA-polimerase bacteriano. Entretanto, compostos como 0s
flavondides, o acido caféico, acido benzoico, acido cindmico, parecem agir na
membrana ou parede celular do microorganismo, causando danos funcionais e
estruturais (BARBOSA et al., 2014).

Tendo em vista que a acne € uma condicdo patolégica sem cura definitiva é
inevitavel esclarecer ao paciente que os objetivos do tratamento sao controlar os sinais
visiveis das lesbes e impedir a infec¢do secundaria, além de prevenir cicatrizes e lesdes
permanentes, e com isso buscar métodos e produtos que possam ser empregados e
assim obter uma terapia eficaz. O sabonete de propolis vermelha, ja existente, esta
envolvido na resposta inflamatoria da patogénese da acne e assim podera atuar como
ferramenta terapéutica. O paciente também deve ser informado da condicdo crénica e
recidivante da doenca e das situacdes desencadeadoras de crises (alimentacao, uso de
formulacbes farmacéuticas oleosas e comendogénicas) para dessa forma favorecer o
manejo das lesdes (RODRIGUES NETO et al., 2013).

A prépolis é eficiente na destruicio de uma vasta gama de bactérias
patogénicas, além de acdo antioxidante e cicatrizante. O uso de produtos naturais em
Dermatologia esta se tornando cada vez mais comum devido a crescente resisténcia de
bactérias aos antibidticos sintéticos. Os principios ativos das plantas medicinais e
outros produtos naturais tornam-se nova op¢ao como antissépticos e antimicrobianos
(DIAVAO; GABRIEL, 2009).

N&o foram encontrados na literatura relatos da utilizacdo de géis a base de
prépolis vermelha, bem como ensaios clinicos comparando sua eficécia clinica, que ja
apresentam efetividade comprovada na regeneragcédo de tecidos. Em consequéncia do
exposto, teria uma boa utilizacdo nos pacientes adultos jovens, com a finalidade de
controle da acne por meio de uma possivel atividade antimicrobiana do gel facial a base

do extrato hidroalcodlico da propolis vermelha.
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Com isso, por se tratar de uma condicdo clinica e de dificil controle uma
formulacdo farmacéutica em gel pode contribuir para os profissionais no manejo clinico
da acne, bem como para com os portadores de acne no aprimoramento da abordagem
terapéutica, com o0s ensaios que foram realizados em concomitancia com um

levantamento bibliografico especializado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Acne

A puberdade, é caracterizada pelo inicio da producdo dos horménios sexuais, 0s
responsaveis pelas principais mudancas caracterizantes da pele, consequentemente
pela manifestacdo da acne. Os horménios, denominados andrégenos e estrégenos, sao
produzidos respectivamente nos testiculos em homens, nos ovarios em mulheres, e nas
glandulas suprarrenais em ambos os géneros. A maior producdo de andrégenos ocorre
nos homens, enquanto as mulheres produzem mais estrogenos. Os andrégenos sao 0s
executores do inicio da acdo das glandulas sebaceas, que possuem maior atividades
no couro cabeludo, face, costas e peito, as mesmas estdo presentes desde o
nascimento, porém exerce maior atividade na puberdade (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DERMATOLOGIA, 2017).

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, revestindo sua area externa. Em sua
estrutura, a pele constitui-se em dois seguimentos fundamentais. A forma mais fina e
superficial, denominada epiderme, sendo avascular. A porcdo mais densa e mais
extensa, € intitulada derme sendo vascularizada. Sob a derme, localiza-se a hipoderme,
gue é formada por tecido conjuntivo frouxo, e dependendo de sua posicéo e estado de
nutrimento, pode apresentar uma variante camada de tecido adiposo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008; TORTORA; NIELSEN, 2017).

A acne é uma patologia cronica, multifatorial e universal, que acomete ambos 0s
géneros, surgindo geralmente na adolescéncia, podendo estender-se até a vida adulta.
Na estética corporal, 0 aspecto das lesbes afeta o bem-estar e a autoimagem destes
individuos, sobretudo na adolescéncia. Compreende-se que a acne causa problemas
de niveis variados, tendo como consequéncia, o possivel surgimento de um problema
psicossocial, que ira acarretar prejuizos maiores, por isso, se faz necessario um
tratamento adequado (MONTAGNER; COSTA, 2010; WILLIAMS; DELLAVALLE;
GARNER, 2012).

A acne possui frequéncia elevada, acometendo cerca de 70% dos homens e
60% das mulheres na puberdade. Em um estudo realizado no norte de Portugal, com

1244 alunos, observou-se que a prevaléncia de acne era de 82,1%, com alcance similar
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em ambos 0s géneros. Na Bélgica, um estudo apresentou alta incidéncia de acne na
populacao entre 14 e 18 anos, predominando o género masculino, cerca de 51,2%, mas
a maior parte destes adolescentes nédo fazia uso de nenhum tratamento (AMADO et al.,
2006; NIJSTEN; ROMBOUTS; LAMBERT, 2007; AZULAY; AZULAY; AZULAY-
ABULAFIA, 2015).

A acne € a mais comum das doencas crénicas do foliculo polissebaceo da pele
humana, levando ao surgimento de varios tipos de lesdes. Um segundo estudo
realizado no norte de Portugal, exp0s a existéncia de acnhe em 42,1% dos jovens antes
dos 15 anos, 55% entre 15 e 29 anos, 9,2% entre 30 e 40 anos e em 2,1% presente em
pessoas com mais de 40 anos. (PEREIRA; GONCALO, 2015). Identifica-se quatro
fatores fundamentais para o surgimento da acne, que s&o: hiperproducdo sebéacea,
hiperqueratinizagdo folicular, aumento da colonizag&o por P. acnes, reagdes imunes e
inflamac&o dérmica periglandular (COSTA; LAGE; MOISES, 2010; BARBOSA et al.,
2014; MAZZARELLO et al., 2018).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia (2013), apesar de ser
mais frequente em adolescentes, a acne ndo se restringe a eles. E bastante comum
também em adultos, principalmente nas mulheres. A etiopatogénese inicia-se nos
foliculos pilossebaceos que geralmente afeta regides onde as glandulas sebéaceas

apresentam-se em maior numero, que é a face, o térax e o dorso (PAGANI, 2010).

Figura 1: Paciente com lesdes acnéicas.

Fonte: Autora, 2019.
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Muitos mecanismos a niveis moleculares da patogénese da acne ainda precisam
ser desvendados e novos alvos para o tratamento precisam ser identificados. A
comedogénese normalmente ocorre quando a descamacao anormal do estrato corneo
acumula-se no interior do foliculo sebaceo. Assim sendo, os foliculos passam a ficar
cheios de lipideos, bactérias e fragmentos de células, surgindo as lesfes clinicas. Com
a proliferacdo microbiana ocorre a inflamacdo e infeccdo (MATSUCHITA;
MATSUCHITA, 2015).

A pele na maioria das vezes € habitada pela espécie P. acnes. Esta bactéria se
caracteriza pela producéo de enzimas e fatores quimiotaticos para os neutréfilos, dando
inicio ao surgimento de infiltrados inflamatérios na parede folicular e ao redor da derme.
Esta espécie de bactéria € considerada um dos responsaveis pela acne inflamatéria
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Os fatores essenciais para o0 aparecimento da acne
sdo: hipersecrecdo da glandula sebacea, alteracdo no processo de queratinizacéo,
colonizacéao pelo P. acnes e inflamacgéo da pele (THIBOUTOT, 2009; COSTA 2010).

Figura 2: Hlstologla do Propionibacterium acnes.
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Fonte: SAPER et al., 2015.

P. acnes € 0 microrganismo mais encontrado na regido sebacea da pele e
apesar de ndo ser uma bactéria de carater infeccioso, € um dos fatores fundamentais
no desenvolvimento da acne (MATSUCHITA; MATSUCHITA, 2015). A P.acnes

apresenta-se como um bacilo gram-positivo, anaerébio e esta presente na resposta
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inflamatoria da patogénese da acne, o que aumentou o interesse em analisar os
possiveis efeitos antibacterianos e anti-inflamatérios da prépolis sobre a resposta
inflamatoria. Os niveis de P.acnes alcangam valores maximos ao final da adolescéncia
e inicio da idade adulta e estdo presentes, principalmente, em regifes do corpo ricas
em glandulas sebaceas, como a face e o couro cabeludo. A P.acnes pode atuar na
fisiopatologia da acne liberando enzimas que contribuem com a ruptura da parede
folicular e também estimulando a resposta inflamatéria (TSAI et al., 2010).

O microbioma cutaneo em situacdes de normalidade est4 em equilibrio, quando
perturbado, pode ocasionar doencas inflamatoérias da pele. Atualmente, o genoma do P.
acnes se encontra sequenciado, possuindo genes gque codificam enzimas metabdlicas,
0 que permite a sobrevivéncia em condi¢cdes microaerofilicas, e também lipases que
degradam os lipidios do foliculo pilossebaceo, fornecendo os nutrientes que a bactéria
precisa (PLATSIDAKI; DESSINIOTI, 2018).

Assim a acne é uma doenca causada por varios fatores e envolve um grande
namero de elementos etiolégicos que atuam em parceria (THIBOUTOT et al., 2009).
Para a sua evolucdo, faz-se necessarios uma heranca genética e varios outros fatores
gue a provoquem, bem como a acdo androgénica, aumento na producdo de sebo,
alteracdo na qualidade dos lipideos sebaceos, interacdo com neuropeptidios,
hiperqueratinizacdo do foliculo, processo inflamatério e proliferacdo de P. acnes dentro
do foliculo (MATSUCHITA; MATSUCHITA, 2015).

Os fatores genéticos e hormonais contribuem para que ocorra a hipersecrecéo
sebacea que leva a obstrucdo do foliculo e a proliferacdo de microrganismos.
Consideram-se principalmente quatro fatores fisiopatoldgicos primarios para acne:
Producdo excessiva de sebo pelas glandulas sebaceas; Hiperqueratinizacao folicular;
Colonizacdo do foliculo piloso por microorganismos, principalmente o P. acnes e
liberacdo de mediadores da inflamacédo no foliculo e derme adjacente (SILVA; COSTA;
MOREIRA, 2014).

As lesbes acnéicas sao classificadas em diferentes niveis. Ao avaliar o estagio
das lesbGes acnéicas, recomenda-se uma avaliacdo geral da gravidade, podendo ser
classificada em leve, moderada ou grave, devendo-se observar, quantidade, tamanho e
gravidade das lesdes (SILVA; COSTA; MOREIRA, 2014).
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As formas clinicas mais frequentes sdo os comeddes, papulas e pustulas. Em
suas apresentacdes mais severas se verifica cistos e nddulos. E classificada em acne
ndo inflamatéria, que possui como exemplo a acne comedoniana de grau | e
inflamatdria onde se encontram a acne papulopustulosa de grau Il, acne nodulocistica
de grau lll, acne conglobata de grau IV e acne fulminans de grau V (SAMPAIO; RIVITTI,
2008; KEDE; SABATOVICH, 2015).

Acne comedoniana, tem fase inicial ndo inflamatéria. Caracterizando-se por
quatro tipos de comeddes, que séo: microcomeddes, comeddes pretos ou brancos e
macrocomeddes. Na fase inflamatoria apresenta-se, acne papulopustulosa,
nodulocistica, conglobata e fulminans. As papulas e pustulas se caracterizam pela
inflamacdo dos comeddes, e os nodulos se originam de um seguimento inflamatério
mais intenso, as lesfes causadas nesse tipo de acne sdo as principais responsaveis
pelo surgimento de cicatrizes. A acne conglobata € a forma grave da patologia, que
atinge principalmente, o género masculino. Acne fulminans, decorre de uma
apresentacdo subita e maligna, como consequéncia as lesbes que sao dolorosas,
ulceram, ocasionando maiores cicatrizes (AZULAY; AZULAY; AZULAY-ABULAFIA,
2015).
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Figura 3: Mecanismo da patogénese da acne.
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Fonte: LYNN et al., 2019.

A infecgéo possui diagnostico clinico, em que € possivel identificar facilmente as
diferentes formas, que se apresentam em comed®nica, papulopustulosa, nodulocistica,
conglobata e fulminans. Sua terapéutica consiste no controle dos fatores que compdem
sua patogenia, com o intuito de diminuir a producdo sebécea, queratinizagao folicular e
intensidade da colonizagcdo, principalmente, P. acnes e deter a inflamacao
(FIGUEIREDO et al., 2011; KEDE; SABATOVICH, 2015; RODRIGUES NETO et al.,
2015).

Os hormoénios sexuais, sdo 0s responsaveis pelas principais mudancas
caracterizantes da pele, consequentemente pela manifestacdo da acne. Os hormonios,
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denominados andrégenos e estrogenos, sao produzidos respectivamente nos testiculos
em homens, nos ovarios em mulheres, e nas glandulas suprarrenais em ambos os
géneros. (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2017).

As glandulas sebaceas em maior numero sdo encontradas na face e no tronco
superior, locais em que acne se desenvolve preferentemente. Onde sua atividade €&
monitorada pelos hormdnios andrégenos. ldentifica-se que ocorre o aumento da
producdo de sebo mediante a estimulacdo da glandula sebacea pela atuacédo desses
hormbénios. Essa hiperproducdo sebdcea corrobora para o0 aumento do
desenvolvimento da acne (RIBEIRO et al., 2015).

Estudos identificaram e avaliaram a influéncia da presenca de &cidos graxos
livres na patogénese da acne, acreditando que os mesmos, ao ficarem acumulados no
espaco das glandulas sebaceas por um longo periodo, poderiam ter a capacidade de
promover a irritacdo no epitélio, ocasionando o processo de hiperqueratinizagéo,
dando inicio a comedogénese e, posteriormente, a inflamacdo (COSTA; ALCHORNE;
GOLDSCHMIDT, 2008).

Tratamento da acne

Geralmente o tratamento clinico da acne é fundamentado na tipologia da afeccéo
€ no seu grau de agressdo. Por isso, o seu tratamento pode dispor de medidas
higiénicas e profilaticas, até o uso de medicamentos orais e topicos, realizacdo de
cirurgia, tratamento estético e alternativo (LIMA, 2006; MANFRINATO, 2009). De
acordo com Kede e Sabatovich (2015) o tratamento de uso topico € o mais
recomendado na maior parte dos pacientes que apresentam acne de grau leve a
moderada. No vasto arsenal terapéutico, indica-se escolher medicamentos que sejam
melhor aceitos pelos pacientes. Com a evolugdo da industria farmacéutica na terapia
antiacneica, € possivel constatar efeitos cutaneos secundarios minimos. Sao utilizados
retinoides, tretinoina, isotretinoina, adaptaleno, tazaroteno, drogas antibacterianas
topicas como peréxido de benzoila e acido azelaico.

As lesbes acnéicas tendem a rescindir ao passar dos anos, principalmente diante
da suspenséo terapéutica (MONTAGNER, 2010). Desse modo, manter a terapia é uma

maneira de prevenir que as lesdes reapare¢cam. Durante muito tempo, os antibiéticos
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foram usados por periodos de tempo prolongados nos pacientes com acne. Contudo,
essa pratica ndo € recomendada, pois ela pode causar resisténcia microbiana (DEL
ROSSO, 2007). O aparecimento de cepas bacterianas resistentes aos antibiéticos na
maioria das vezes dificulta o tratamento da acne, comprometendo a terapéutica desta
doenca (RENSI, 2014).

Logo, os objetivos da terapia contra a acne incluem: controle da hiperceratose,
diminuicdo da producéo de sebo, reducdo da populagédo bacteriana e eliminacdo da
inflamac&o. O conhecimento da etiopatogenia e os fatores relacionados a cada caso
especifico sdo a base para um tratamento eficaz e seguro (FIGUEIREDO et al., 2011).

Diversas sao as opcdes alternativas para o tratamento da acne. Estudos
reportam a eficacia de produtos naturais na atividade antibiofiime do P. acnes,
destacando-se a propolis e melaleuca. A propolis se destaca ndo sO pela atividade
antimicrobiana mas também anti-inflamatéria e cicatrizante. Outros estudos reportam
bons resultados com o extrato de caléndula e camomila. Assim formulaces com
produtos naturais podem ser vantajosas do ponto de vista de eficicia, custo e com
menos efeitos adversos (RODRIGUES NETO et al., 2015).

O uso de produtos naturais na area dermatolégica estd se tornando cada vez
mais comum devido a crescente resisténcia de bactérias aos antibioticos sintéticos. Os
principios ativos de produtos naturais tornaram-se a nova opcao como antissépticos e
antimicrobianos (WECKESSER et al., 2007).

A utilizacdo de um produto de fonte natural no tratamento de infeccbes por
bactérias e em estagio inicial colaboraria com a reducdo do uso indiscriminado de
antibioticos sintéticos, produtos esses que favorecem a aquisicdo de resisténcia, além
de desencadearem efeitos adversos decorrentes de sua utilizacdo a longo prazo.
Substancias como a propolis, coletada por abelhas, tem despertado o interesse de
muitos pesquisadores em decorréncia de suas inUmeras propriedades terapéuticas,
como: cicatrizantes, antimicrobianas, anestésicas, anti-inflamatoérias, antioxidantes e
anticancerigenas (JARDIM; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2014; SANTOS et al., 2015).
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Propolis

O uso de produtos apiculas pela humanidade € datado desde a antiguidade.
Atualmente, vem crescendo o interesse da industria farmacéutica e cosmecéutica na
producdo de produtos contendo propolis (NASCIMENTO et al., 2016). A prépolis é uma
substéancia resinosa produzida por abelhas Apis melifera a partir da coleta de materiais
vegetais misturados com a saliva da abelha. E utilizada como material de revestimento
interno das colmeias de abelha mantendo-as assépticas (ALl et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2017). A biodiversidade botanica da regido onde é produzida influencia na cor, odor
e textura da propolis, bem como nas suas caracteristicas quimicas (SALATINO,
SALATINO; 2018).

A propolis é um produto natural utilizado h& séculos pela humanidade, tendo
emprego relatado no papiro de Ebers, escrito em 1700 a.C., sendo bastante utilizada
por assirios, gregos, romanos, incas e egipcios. No antigo Egito era usada para
embalsamar os mortos no seu processo de mumificacdo (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO
NETO, 2002).

Na era moderna, a propolis teve seu reconhecimento na terapéutica de
problemas de saude entre os anos de 1950 e 1960 na antiga Unido Soviética e em
paises da Europa Oriental. Ja nos paises da Europa Ocidental, Américas do Norte e do
Sul e no Japao, a propolis s6 despertou interesse na década de 80. No Japdo, em
1985, ocorreu o primeiro andncio importante sobre a prépolis como uma possibilidade
promissora em farmacologia no 30° International Apiculture Congress, na cidade de
Nagoya. Em meados dos anos 80, em varios paises iniciou um crescimento gradual no
interesse por propolis, onde a mesma ficou reconhecida como um produto importante
na medicina complementar e alternativa (SALATINO et al., 2005).

A propolis apresenta consisténcia viscosa e coloragdo variada. A composi¢ao
guimica da propolis é bastante complexa e variada, estando relacionada com a flora de
cada regido visitada pelas abelhas e com o periodo de coleta da resina (LI et al., 2007;
SANTOS et al, 2003). Em sua composicdo encontra-se, flavondides, acidos
aromaticos, terpendides e varios outros compostos em pequenas quantidades (PARK et
al., 2002; LUSTOSA et al., 2008; SINHORINI et al., 2015). Devido a sua composi¢ao

quimica complexa, a propolis tem varias atividades bioldgicas, tais como
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antimicrobiana, anticariogénica, citotdxica, anti-inflamatdria, imunomodulatéria,
antioxidante e antitumoral (CABRAL, 2009).

Fonte: https://www.naturebasdecampos.com.br/

Recentemente, foi descoberto um novo tipo de propolis, originada da regido
nordeste do Brasil, sendo intitulada de prépolis vermelha brasileira (PVB), esta revelou
composicdo quimica variada, rica em flavondides, possuindo origem da planta
conhecida cientificamente Dalbergia ecastophyllum (L) Taub. Em pesquisas recentes,
evidencia-se que esse tipo de propolis mostrou um elevado niumero de flavondides, que
se destacam por conter propriedades bioldgicas como, antimicrobiana, anti-inflamatéria,
antiviral, anticancerigena, dentre outras (AGUIAR et al., 2018).

A PVB é exclusiva da regido de Marechal Deodoro- AL, o que fez o Instituto
Nacional de Propriedade Industrial (INPI) conceder o titulo de Indicacdo Geogréfica da
regido, concedendo a essa localidade o certificado internacional de Unico produtor
desse tipo de propolis no mundo, com qualidade independente do tempo e clima
(SILVA et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2009; FREIRES et al., 2016; FRANCHIN et al.,
2016; SALATINO; SALATINO, 2018).


https://www.naturebasdecampos.com.br/
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Figura 5: Forma molecular da propolis vermelha brasileira.
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Fonte: FREIRES et al. (2016).

A propolis apresenta um amplo espectro de atividade biolégica, como
propriedades antimicrobianas, anti-inflamatdrias, antitumorais, imunomoduladoras e
cicatrizantes (MATSUCHITA; MATSUCHITA, 2015; SALATINO; SALATINO, 2018). A
atividade antimicrobiana de flavonoides esta ligada a sua estrutura molecular, e é
através dessa estrutura, que é definido o seu potencial contrario o crescimento
bacteriano (PEREIRA et al., 2009; TAGURI et al., 2004). As atividades terapéuticas
podem ocorrer através do sinergismo destes compostos quimicos (BARBOSA et al.,
2014). Além disso, a prépolis contém minerais como Mg, Ca, |, K, Na, Cu, Zn, Mn, e Fe
e algumas vitaminas como A, B1, B2, B6, C, e E (ALl et al., 2015).

A abrangéncia das funcbBes farmacolégicas da propolis € mais elevada em
regioes tropicais do que em regides temperadas, isso ocorre devido as regides tropicais
possuirem uma maior diversidade vegetal (BANKOVA, 2005). Daugsch et al., (2008)
afirmam que a abundancia e o local onde existem a Dalbergia ecastophyllum (L) Taub.,
sdao de fundamental importancia para concentragbes dos constituintes e
consequentemente para sua funcao farmacolégica (MENEZES, 2005). Pereira, Seixas e
Aquino Neto (2002) relatam que a propolis vem se destacando e ganhando espaco,
principalmente na area da Dermatologia, devido sua propriedade cicatrizante em
ferimentos.

A atividade anti-inflamatoria da propolis esta ligada a presenca dos flavondides,
em especial a galangina, que apresenta a funcédo de inibir a ciclooxigenase (COX) e
lipooxigenase. A funcdo antibacteriana € atribuida a flavona pinocembriana, ao flavonol

galangina e ao éster feniletil do acido caféico, que possui um mecanismo de acéo
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baseado na inibicdo do RNA-polimerase bacteriano (LUSTOSA et al., 2008; ARAUJO;
MARCUCCI, 2015; SINHORINI et al., 2015).

A propolis vermelha possui atividade antimicrobiana evidente contra bactérias
gram-positivas, sua principal forma de utilizagdo é como extrato alcodlico, sendo
largamente utilizada para fins terapéuticos e farmacolégicos em humanos. A acao
antibacteriana da propolis vermelha esta diretamente relacionada a sua composicao
quimica, com destaque aos compostos fendlicos. Estes compostos apresentam
mecanismos bacteriostaticos, e em altas concentracbes bactericidas, podendo haver
uma variabilidade de interacGes decorrentes da sensibilidade de cada grupo de bactéria
(CARVALHO et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Concomitantemente com as novas descobertas em relacao a prépolis, cresce o
interesse da industria em varios paises como Japao, China, Russia, Franca, Alemanha
e Brasil. Atualmente, existe uma ampla diversidade de produtos comerciais contendo
prépolis na formulacdo, como sprays, tinturas, géis, dentifricios e cremes
dermatolégicos. O mercado da prépolis esta em alta e em répida expansao,
destacando-se principalmente a propolis brasileira. Em 2009, o mercado de prépolis no
Japéo foi estimado em US $ 3 bilhdes, com uma participacdo substancial de produtos
com proépolis do Brasil (SALATINO; SALATINO, 2018).

Desde o final do século passado, cresce o numero de publicacdes sobre propolis
aumentando ainda mais o conhecimento dos pesquisadores a respeito da sua
bioguimica, origem boténica e propriedades biolégicas (SALATINO; SALATINO, 2018).
Produtos contendo prépolis na formulacdo estdo sendo utilizados com seguranca e
tolerabilidade bem descritos. Suas propriedades anti-inflamatoérias e antibacterianas
estdo sendo exploradas para o desenvolvimento de produtos para a dermatologia, para
o tratamento da acne vulgar, bem como de outras afecgdes da pele (ALl et al., 2015).

Considerando que a acne € uma condicdo patologica que ndo possui cura
definitiva, € de suma importancia esclarecer ao paciente que os objetivos do tratamento
séo controlar os sinais visiveis das lesdes e impedir as infec¢gdes secundarias, além de
prevenir cicatrizes e lesbes permanentes, e com isso buscar métodos e produtos que
possam ser empregados para obter uma terapia eficaz (RODRIGUES NETO et al.,
2013).
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Medicamentos fitoterapicos/opoterapicos

O inicio dos primeiros registros de uso de medicamentos naturais, remontam do
periodo 2828 - 2698 a.C. no qual o imperador chinés Shen Nung classificou 365 ervas
de teor medicinal e venenos que eram utilizados sobre crenga tauista do considerado
deus da criacdo, Pan Ku (FRANCA et al., 2008).

Entre outros registros, estdo os encontrados no papiro de Ebers, de origem
egipcia, no periodo de 1.500 a.C., onde continha anotacdes sobre 811 prescricdes e
700 drogas, sendo algumas dessas plantas utilizadas até hoje, como Panax spp.,
Ephedra spp., Cassia spp. e Rheum palmatum L., que sdo muito usadas pela industria
farmacéutica (FIRMO et al., 2011).

Souza e Felfili (2006) evidenciaram que apesar da evolugdo constante da
Medicina, o uso dos produtos naturais para fins terapéuticos, ainda é bastante comum
para a manutencdo da saude em paises em desenvolvimento. Os motivos que
predominam, sdo condicdes de pobreza e falta de acesso aos medicamentos, frente a
obtencdo facil, e a presenca da cultura tradicional do uso desses produtos. Uma
significativa por¢do da populacdo mundial confia em produtos de origem natural para
manter os cuidados diarios com a saude. Estima-se que essa populacédo seja em média
de 80%, sendo composta principalmente por pessoas que habitam paises em
desenvolvimento, onde a confiabilidade em produtos derivados de compostos naturais €
maior (FIRMO et al., 2011).

E notavel a importancia dos produtos de origem natural, no atual
desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas. Estimula-se que um total de 40%
dos medicamentos atualmente disponiveis, tiverem seu desenvolvimento ligados de
forma direta ou indireta a fontes naturais, ficando separados a cerca de 25% originados
de plantas, 12% de microrganismos e 3% de animais (BRASIL, 2016).

A RDC n° 26/2014 dispbe, que fitoterapico é o “produto obtido de matéria-prima
ativa vegetal, exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou
paliativa”. Em 2005, no Brasil, o Sistema Unico de Sautde (SUS), elaborou a
proposta de inclusdo das plantas medicinais e fitoterapia como uma opc¢ao terapéutica
no sistema publico de saude, desde que atendam a legislagdo em vigéncia atual
(BRASIL, 2006).
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Existem multiplas normas que regulamentam o processo de producdo de
medicamentos, incluindo fitoterapicos, que conforme a legislacéo brasileira, podem ser
manipulados ou industrializados, sendo regulamentado pela Anvisa e pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2016).

A RDC n° 24 de 14 de junho de 2011 dispde que, opoterapico caracteriza-se
como “preparagao obtida a partir de glandulas, tecidos, outros érgéos e secregdes
animais destinada a fim terapéutico ou medicinal” Além disso essa resolucao dispde
que, opoterdpico ndo é sujeito a ensaio de bioequivaléncia, frente a um produto
comparador a registro, com um processo de registro simplificado. De acordo com o que
determina a legislacdo, os produtos de origem natural, de uso tradicional, nao
necessitam passar pelo mesmo processo de registro que outros medicamentos, desde
que tenham sua seguranca e eficacia validada, através de levantamento
etnofarmacoldgico e dados da literatura, que tenham sido utilizados por no minimo, 30
anos (TAPPIN; LUCCHETTI, 2007; LOPES; NASCIMENTO, 2016).

Inimeros estudos definem que a propolis possui baixa toxicidade inata, devido
aos seus principais constituintes, os flavondides, que apresentam um nivel
consideravelmente baixo em relacdo a sua toxicidade (PINTO; PRADO; CARVALHO,
2011).

De acordo com Turolla e Nascimento (2006) os compostos de origem natural
podem ser levemente modificados e isso ira torna-los mais eficazes e menos toxicos.
Sabe-se que muitas plantas ou substancias de origem natural, apresentam em sua
composicao elementos que podem levar ao surgimento de reacfes adversas, seja por
seus proprios componentes ou pela presenca de contaminantes e adulterantes no
processo de produc¢do, e com 0 avanco na tecnologia, consequentemente os métodos
de analises de controle de qualidade, toxicidade e seguranca, ficam mais elevados.

Inovagdes tecnoldgicas de produtos naturais e patentes

O patenteamento de novos produtos esta diretamente relacionado com inovacao
e 0 avancgo cientifico e tecnolégico. O direito de propriedade intelectual através da
protecdo as patentes, garante a exclusividade de comercializagdo do produto pelos

inventores. Atualmente € grande o investimento feito por universidades e industrias em
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pesquisas para inovacdo e tecnologia. Quando essas pesquisas geram um novo
produto com possibilidade de comercializacdo, o mesmo pode ser patenteado, sendo
depositado inicialmente em um banco de propriedade intelectual e assim o inventor e
seu grupo terdo exclusivamente os direitos por um periodo de tempo, que varia de
acordo com a legislacdo do pais. Para algo ser patenteado € necessario possuir as
seguintes caracteristicas: inovacao, tecnologia e possibilidade de comercializacéo.
(VALADAS et al., 2017; FURTADO JUNIOR et al., 2018; VALADAS et al., 2019)

Os depositos e concessfes de patentes sdo feitos por instituicdes/bancos de
propriedade intelectual. Cada pais possui um banco responsavel e a legislacéo varia de
acordo com a nacao. (JANNUZZI E SOUSA, 2008) Esses depdsitos podem ser
realizados ndo somente por indUstrias mas também por pessoas fisicas e
universidades. A cada dia que passa cresce a parceria entre universidades e empresas,
muitas possuindo ja uma estrutura interna que repassam os produtos do conhecimento
cientifico para o meio empresarial. (AMADEI ET AL., 2009; MUELLER; PERUCCHI,
2014)

Para iniciar um processo de patente em uma instituicdo publica brasileira, por
exemplo, o grupo de inventores preparam um relatério que pode ser acatado ou ndo
pela universidade que vai ser a detentora do depdsito, no caso de a universidade
possuir interesse, toda a documentacéo é entregue pelo setor no Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual-INPI. (INPI, 2019)

Estudos prospectivos baseados em patentes sdo importantes pois servem como
indicadores do cenario cientifico ou tecnolégico, entretanto sdo normalmente
desconhecidos no meio académico. Além disso, sdo importantes para direcionar novos
produtos a serem desenvolvidos, sendo uma tendéncia atual esses estudos na
investigacdo de produtos com moléculas naturais. (FURTADO JUNIOR et al., 2018;
VALADAS et al., 2019)

A descoberta de novos medicamentos é extremamente ligada as inovacgdes
cientificas e tecnolégicas. Devido os grandes avancos da quimica e biologia, que
atualmente compreende melhor as vias bioquimicas, fisiologicas, alvos moleculares e

mecanismos que podem levar ao possivel desenvolvimento de doencas, se torna
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possivel a descoberta de novas formulacdes terapéuticas notaveis (NASCIUTTI;
CARVALHO, 2012).

O processo de pesquisa e desenvolvimento consiste, simplificadamente, no
estudo de formulagbes para o tratamento de patologias, onde a primeira etapa, baseia-
se na descoberta de um composto com atividade terapéutica, a segunda, sdo feitos
testes in vitro para avaliacdo das propriedades biologicas, em seguida, por meio de
testes in vivo € estudado o metabolismo, farmacocinética e farmacodindmica nos
animais, sendo considerado o estudo pré-clinico, e na ultima etapa ocorre os estudos
clinicos em humanos, divididos em variadas fases, conhecido como estudo clinico
(GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

A primeira patente utilizando a propolis surgiu em 1968, em um resumo
publicado no Chemical Abstracts, até o ano 2000, o numero de trabalhos publicados
equivale a um total de 450, originados de 39 paises, abrangendo os cinco continentes.
Até o ano de 2002, haviam sido registradas 239 patentes, em um levantamento
realizado posteriormente, calculou-se uma média de mais de 500 pedidos de patentes
associadas a propolis. Comprovando a ascensdo do grande interesse cientifico e
econdmico pelo produto (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002; LUSTOSA et al.,
2008).
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ETAPAS PARA UM DEPOSITO DE PATENTE NO INPI

Idéia e criacéo do
produto a ser

patenteado
l Algo concreto
Requisitos: Novo

Possibilidade de
comercializagcao

Documentos exigidos

Anexo 1: Anexo 2: Anexo 3:
Relatdrio descritivo Reivindicagbes Resumo
(linguagem n3o muito (Caracteristicas do produto (Breve resumo do relatério)
técnica) que justifiguem uma nova
patente)
Anexo 4: Anexo 5:

Anexo dos inventores
Boleto com a taxa inicial

(Documentos com os dados
paga

pessoais dos inventores do
produto)

Apos isso acompanhar toda semana a revista publicada
pelo INPI sobre o andamento do processo
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um gel facial a partir do extrato hidroalcoodlico da prépolis vermelha

e avaliar clinicamente e microbiologicamente a eficacia do mesmo em adultos jovens de

18 a 30 anos, no tratamento da acne vulgar grau 1 e 2 causada pelo microrganismo

Propionibacterium acnes (P. acnes) comparado ao peroxido de benzoila, considerado o

padréo-ouro antimicrobiano no tratamento.

3.2 Objetivos especificos

Realizar um estudo exploratério de patentes de formulagdes dermatolégicas de
propolis;

Caracterizar quimicamente a propolis vermelha adquirida;

Constituir o extrato hidro alcodlico da propolis vermelha cristalizada;

Avaliar microbiologicamente a concentracdo da proépolis frente ao (P. acnes) in
vitro em meio anaerobio;

Avaliar farmacotecnicamente in vitro, polimeros de géis com diferentes
concentracdes, incorporados ao extrato hidroalcodlico de propolis vermelha;
Constatar a atividade redutora sobre (P. acnes), avaliando a a¢cdo antimicrobiana
dos géis in vivo, por meio da contagem do numero de unidades formadoras de

coldnias.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Esse estudo trata-se de um estudo dividido em trés partes: um documental em
pedidos de patentes, um in vitro e um ensaio clinico, randomizado, duplo-cego,
controlado, e com abordagem quantitativa. O mesmo foi aceito pelo comité de ética em
pesquisa sob parecer de numero 1.516.539 e com cadastro no SISGEN de cdédigo
A7C37B6.

4.2 Local e periodo da pesquisa

A analise dos componentes quimicos foi realizada no Laboratério de
Farmacoténica da Universidade Federal do Ceara (UFC). O estudo in vitro foi realizado
no laboratério de Manipulacdo da Farmécia Escola e laboratério de Microbiologia do
Centro Universitario Catélica de Quixada, no periodo de fevereiro de 2017 a fevereiro
de 2018. A etapa clinica foi realizada na Farmacia Universitaria Irma Dulce entre marcgo
e dezembro de 2018.

4.3 Etapas do estudo

4.3.1 Estudo documental de patentes

O estudo de prospeccdo tecnolégica foi realizado por meio de anélise de
informacgdes extraidas de documentos de patentes até o ano de 2018. As buscas foram
direcionadas para patentes depositadas com formulagbes de propolis nas bases de
dados de quatro bancos de propriedade intelectual de referéncia no mundo:

¢ Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) - Brasil
e Unites States Patent and Trademark Office - Estados Unidos
e World Intellectual Property Organization (WIPO) - Europa

e [Espacenet
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Para a busca, foram consideradas todas as patentes que incluissem o termo
“propolis” e “acne”. Os relatdrios das patentes foram selecionados apds leitura do titulo,
resumo ou relatério, como critério de inclusdo, onde apenas as patentes de uso
dermatologico foram selecionadas. Informagdes relevantes dos documentos das
patentes foram extraida e organizadas em tabelas e graficos foram gerados no
programa GraphPad Prism 6 para interpretacdo e discussdo dos resultados
encontrados. Os dados representam a distribuicdo do numero de patentes pelos

bancos, a evolucao anual dos depdsitos e os tipos de produtos.

4.3.2 Estudo experimental

O estudo do tipo experimental dividiu-se nas seguintes etapas:

1° Identificacdo e caracterizacao da prépolis adquirida:

Para esse estudo foi selecionado a prépolis vermelha, que é a mais abundante
no Nordeste (LIBERIO et al, 2009). A prépolis vermelha foi obtida da forma cristalizada
originalmente coletada em marco de 2015. A propolis vermelha foi coletada em abril de
2015, oriunda do municipio de Marechal Deodoro -AL, cujas coordenadas geograficas

do local de coleta foram: 3°44°555"’S 35°52°080"W, devidamente caracterizada.

2° Constituicdo do extrato hidro alcodlico da prépolis cristalizada,;

A propolis cristalizada foi extraida e manipulada no laboratério de manipulacéo
da Farmacia Escola. Utilizou-se 10g de prépolis para 90mL de alcool, o mesmo ficou
em repouso por 10 dias com posterior evaporacdo do solvente, seguindo o que é
estabelecido nos padrdes Farmacotécnicos. Constituindo assim o extrato a 10%.

Em seguida amostras dos diferentes extratos foram submetidas a identificacéo
guimica de seus constituintes no Laboratério de Farmacotécnida da UFC. Os
biomarcadores da propolis vermelha foram identificados usando Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplado a detector de Ultra-Violeta (Shimadzu).
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3° Ativacdo da Cepa e estudo microbiolégico

Foi selecionada para o presente estudo, a cepa de Propionibacterium acnes
ATCC®1969 KwikStik adquirida da Plast-Labor® Industria e Comércio de
Equipamentos Hospitalares Ltda. A cepa foi ativada diretamente em caldo de
tioglicolato sem indicador (Newprov® Produtos para Laboratoério Ltda) e semeado 20 L
desta suspensao em placas com meio de cultura Reinforced Clostridial Agar (Himedia)
e incubadas 48 horas a 37° C em anaerobiose (Figura 6). A anaerobiose foi gerada
utilizando-se geradores Anaerogen® (Oxoid) em jarras de acrilico especificas.

Figura 6: Passos do processo de ativacdo da bactéria.
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Fonte: Autora, 2019.

Para a analise da eficacia do extrato etandlico de prépolis vermelha realizou-se o
teste da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC), realizada através da
técnica de microdiluicdo em placa, padronizado pelo Clinical Laboratory and Standards
Institute, documento M11-A8. Inicialmente, foram distribuidos 100uL de caldo
Tioglicolato nos orificios das placas de microdiluicdo contendo 96 cavidades. Em
seguida, foram distribuidos 100uL do extrato etandlico 40% no primeiro orificio da
placa, e depois realizadas diluicbes seriada, a partir da retirada de uma aliquota de
100uL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora, obtendo
concentracdes de 40%/uL a 0,03%/uL. Nos orificios de cada coluna foram dispensadas
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aliquotas do indculo correspondente a cepa ensaiada, com turbidez equivalente ao
padrao 0,5 da escala de McFarland (=1,5 x 108 UFC/mL), leitura em espectrofotdmetro
625 nm, absorbéancia entre 0,08 e 0,1. Como controle negativo, foi verificada viabilidade
das cepas ensaiadas, com a inoculagcdo da suspensao bacteriana apenas no caldo.
Ainda realizou-se o controle positivo a partir da utilizacdo apenas do caldo tioglicolato.
As microplacas foram incubadas a 37£2°C, durante o periodo variante de 24 a 48 horas
em anerobiose. ApOGs esse periodo foi adicionado resazaurina, solucdo de 0,1%,
fazendo leitura em incubacdo em anaerobiose apdés 02 a 04 horas (13) (NERO;
BELOTI; BARROS, 2000). Apo6s o tempo de incubacéo foi realizada leitura visual, pela
auséncia ou presenca de crescimento de P. acnes através de formacéao de coldnias.

O crescimento bacteriano provoca uma alteracdo do potencial de oxirreducao
causando reducédo do meio e resultando na mudanca a cor do indicador. A resazurina
reduzida assume a coloracdo rosa, devido a formacédo de resorufina, que por sua vez
pode formar dihidroresorufina que varia entre o incolor e o amarelado (13). Foram
aceitos intervalos de MICs de + 01 diluicdo por todas MICs, de modo a permitir critérios
interpretativos entre as MICs de Propolis Vermelha, onde a execucdo de testes de
sensibilidade e os procedimentos foram realizados em triplicata (n=2). A Concentracao
Inibitéria Minima (MIC) considerada € a menor concentracdo de extrato de prépolis

vermelha onde néo se visualiza crescimento microbiano pela reducéo da resazurina.

4° Preparo dos géis

Na formulacao foram usados Carbopol 940® e Hidroxietilcelulose (Natrosol®) de
diferentes concentracdes, como também glicerina 1%, trietanolamina q.s, agua
destilada g.s.p e extrato fluido de prépolis 2,5%. As formulacdes experimentais foram
manipuladas com o extrato de prépolis padronizado no Laboratorio da Farmacia Escola
do Centro Universitario Catdlica de Quixada. Além disso, foram testadas diferentes
concentracbes dos polimeros para verificagdo da formulacdo mais estavel (Carbopol
940® 0,5%, Carbopol 940® 1%, Natrosol® 0,5% e Natrosol® 1%). Essas operacdes
farmacéuticas se deram pela dispersédo dos polimeros em agua purificada sob agitacéo

com posterior ajuste do pH com trietanolamina para o carbopo940® e aquecimento
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para o Natrosol® seguido de incorporacdo do extrato. Todos os componentes da
formulacédo foram obtidos comercialmente da empresa All Chemistry.

Essas formulac¢des foram armazenadas em estufa, a temperatura ambiente (27,5
+ 2,5 °C) e analisadas logo apds a sua preparacdo, bem como apés 30 e 60 dias de
armazenamento. Os testes compreenderam: analise macroscopica e determinacdo do
pH. As formulacdes foram avaliadas em relacdo as suas caracteristicas organolépticas
no que se refere a cor, odor e aspecto, conforme normativa da RDC 87 de 2008 da
ANVISA. A verificacdo do pH das amostras em estudo foi realizada em potencidmetro
previamente calibrado com soluc¢des tampéo de pH 7,0 e pH 4,0. As formulacdes foram
diluidas em agua destilada.

A colorimetria foi realizada pela comparacao visual, sob condi¢cdes de luz branca
e espectrofotométrica. O odor da amostra ensaiada foi comparado ao odor do padréo,
diretamente através do olfato. A determinacédo do pH foi realizada em uma dispersao
aguosa a 10% da amostra ensaiada em agua recém destilada, usando peagémetro
digital, avaliando a diferenca de potencial entre dois elétrodos imersos na amostra em
estudo (BRASIL, 2005).

4.4 Ensaio clinico

Previamente ocorreu a selegcédo por meio de um cartaz informativo, em que 100
discentes participaram, porém foram selecionados 60 que se encaixaram nos critérios
de inclusdo, a excluséo ocorreu por 3 discentes que apresentavam alergia a prépolis, 9
haviam passado por tratamento com antimicrobianos um més antes, 6 estavam em
curso de tratamento para acne, 1 gestante e 21 que apresentavam acne superior ao
tipo I1.

Os pacientes foram convidados a participarem da pesquisa e informados sobre a
mesma para assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). A selecao
da amostra foi realizada por meio de um exame clinico de pacientes com acne com
idade entre 18 e 30 anos, que nao apresente outras comorbidades. Os critérios de
exclusdo foram: presenca de alguma doenca sistémica ou a aplicacdo ou uso de algum

antibiotico ou antimicrobiano trés meses antes ao inicio da pesquisa, paciente que que
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esteja em curso de tratamento para acne, paciente que apresentem acne grau lll e IV e
gestantes.

O paciente foi orientado que poderia se desligar do estudo a qualquer momento
por sua vontade, sem haver necessidade de explicacdes a equipe de pesquisa.

Na primeira etapa foi realizada uma selecdo por meio de anamnese, que
coletava informacBes sobre género, idade, tipo de pele, tipo de acne, alergias,
tratamentos e exame clinico, que teve como auxilio uma lupa dermatologica. Nessa
mesma etapa, apos selecionados, os discentes foram divididos em grupos aleatérios e
duplo cegos de 30 pessoas cada, o grupo | recebeu aplicacdo do gel de prépolis
vermelha composto por Propolis 2,5%, e o grupo Il de Peroxido de Benzoila 5%, esse

processo foi monitorado pelo pesquisador.

Examinadores

A coleta das amostras, anamnese, aplicacdo do tratamento, coleta de material
dos pacientes para analise microbioldgica e exame clinico para avaliacdo inicial e
avaliacdes subsequentes para verificacdo do aparecimento de novas lesdes foi
realizada pela pesquisadora principal e pesquisadores adjuntos. A acne foi classificada

de acordo com os critérios de gravidade (grau | a IV).

Aplicacéo dos géis

Foram selecionados 60 adultos jovens e divididos em 2 grupos, com 30
pacientes cada. O grupo | recebeu a aplicacdo do gel de prépolis vermelha e o grupo Il
de peroxido de benzoila 5%. Cada paciente recebeu a aplicacdo do gel correspondente
ao seu grupo na face. Antes da aplicacao foi coletada uma amostra da face do paciente
por friccdo de swab.

O gel foi aplicado 2 vezes na presenca do pesquisador: no baseline e apés 90
dias do inicio do tratamento, no qual foi fornecido o gel de seu grupo especifico,
protetor solar e sabonete neutro para aplicacdo domiciliar, foram feitas as instrucbes
de uso do gel, na qual orientava utilizar o mesmo uma vez ao dia, durante a noite, e
lavar o rosto pela manhéa ao acordar utilizando o sabonete fornecido e, posteriormente,

a aplicacdo do protetor solar, além da orientacdo da ndo utilizacdo de terapia
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farmacoldégica e outros meétodos para tratamento de acne durante o estudo em

guestao.

Anélise Microbiolbogica das amostras

As amostras da face (testa e seios faciais) de cada paciente foram coletadas em
2 momentos: no baseline e apés 90 dias do inicio do tratamento. Um swab foi
levemente friccionado na face do paciente com o rosto livre de cosméticos e
maquiagens, também depois da aplicacdo e absorcao do gel do grupo especifico. Esta
foi armazenada em Eppendorfs® estéreis com caldo tiglicolato para subsequente
analise. As amostras foram transportadas ao laboratério em um isopor, contendo gelo, e
analisadas em ndo mais do que 2 horas depois de coletadas. Um volume de 0,1 mL de
cada amostra foi transferido para um tubo de hemodlise estéril, contendo 0,9mL de
solucédo salina. Esse processo foi repetido duas vezes, estabelecendo diluicbes de
1:100 e de 1:1000. Um volume correspondente a 10uL de cada diluicdo foi semeado em
um meio de agar Casman enriquecido com sangue desfibrinado a 5% em triplicatas. As
placas foram incubadas a 35° C, durante 72 horas, em jarras de microaerofilia e
colocadas em estufa. Apds esse periodo, colbnias com caracteristicas morfologicas do
(P. acnes), confirmadas por provas bioquimicas (indol, nitratase, catalase e degradacao

da esculina) foram contadas. As bactérias foram expressas na forma de UFC/mL.

Exames Clinicos de Controle

Foram realizados exames clinicos, com auxilio de lupa dermatolégica de
aumento antes do inicio do tratamento e antes das aplicacfes dos géis que ocorreram
com 90 dias, com o0 objetivo de avaliar o impacto da terapia antimicrobiana no
surgimento de lesGes de acnéicas. Durante a avaliacdo, foi registrada a intensidade da

acne de acordo com os critérios de gravidade.

4.5 Analise dos resultados

Para analise dos dados, assim como para a elaboragéo dos graficos da anélise
estatistica foi utilizado o Software SigmaPlot 11.0. O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado

para comparacdes dos dados entre os grupos, nas comparacdes dois a dois, foi



46

utilizado o teste de Mann-Whitney. Para comparacédo dos dados das coletas iniciais e
finais de PA de cada grupo foi utilizado o teste Wilcoxon. Foi realizada uma correlagcéo
de Spearman entre as variaveis.

O teste de Bonferroni foi aplicado para ajustar o valor da significancia. As
diferencas s6 foram consideradas como estatisticamente significantes quando o nivel
de significancia “p<0,05”.

Foi utilizado o seguinte célculo:

- Calculo do percentual de reducdo de lesbes (Numero de lesdes iniciais —
Numero de les@es finais/Numero de lesdes iniciais) X 100

- Calculo do percentual de reducédo: (Numero de PA inicial — Numero de PA

final/Namero de PA inicial) x 100

4.6 Aspectos éticos e legais

O estudo foi submetido & avaliacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Centro Universitario Catolica de Quixada (UNICATOLICA), sendo aprovado de acordo
com o parecer de N° 55328516.8.0000.5046. O mesmo obedeceu aos preceitos éticos
referentes a Resolucdo 4662012 do Conselho Nacional de Saude-CNS (BRASIL,
2012).
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5 RESULTADOS

No estudo documental de patentes foram encontrados 103 depositos,

distribuidos em quatro diferentes bancos de propriedade intelectual no mundo.

Grafico 1: Distribuicdo de patentes encontradas nos bancos de propriedade intelectual com os termos
“Propolis + acne”.

INPI (3)

Espacenet (25) WIPO (45)

USPTO (30)

Fonte: Autora, 2019

No gréfico 1 observa-se a distribuicdo dos depdsitos nos diferentes bancos.
Observa-se que o WIPO (Europa) foi 0 com maior nimero de depdsitos, seguido do
USPTO (Estados Unidos). No Brasil representado pelo INPI, s6 foram encontrados trés

depdsitos.

Gréfico 2: Quantidade de patentes depositadas e registradas ao longo dos anos de produtos de prépolis
para uso dermatolégico.
20+

104

Numero de Patentes

Fonte: Autora, 2019
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No grafico 2 encontra-se a relagdo entre a quantidade de depdsitos de patentes
de produtos dermatolégicos de prépolis ao longo dos anos. E notério o aumento da

quantidade de depdsitos apds o ano de 2014.

Grafico 3: Relacdo entre os paises depositantes e quantidade de depésitos de produtos de prépolis para
uso dermatolégico.

Paises depositantes

Italia
Brasil
Russia
Japao
Coréia
EUA

China

0 10 20 30 40 50

Numero de Patentes
Fonte: Autora, 2019

Quando observados os paises depositantes dos produtos, houve uma lideranca

da China, Estados Unidos e Coreia do Sul, principalmente (Gréfico 3).

Gréfico 4: Tipo de produtos de prépolis para uso dermatolégico depositados nos bancos de propriedade
intelectual.
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No grafico 4 pode-se ver os tipos de produtos depositados, predominando
cremes, processos e mascaras faciais. A maioria dos produtos ndo estava especificada

do que se tratava exatamente.

Figura 7: Propolis cristalizada e em extra¢cdo com solvente alcool 70%.

Fonte: Autora, 2019.

Quanto aos estudos experimentais in vitro, inicialmente o extrato foi extraido em
temperatura ambiente por 10 dias e apresentou coloracdo e odor caracteristico da
prépolis de acordo com a figura 7.

Conforme exposto na figura 8, € possivel observar os limites de sensibilidade da
distribuicdo obtidos no teste de MIC, mostrando que o microrganismo testado (P. acnes)

foi sensivel com MIC < 2,5% para o Prépolis Vermelha.

Figura 8: Distribuicdo da MIC em microplacas para P. acnes a partir de extrato etandlico de Prépolis
vermelha 40% (diluicao seriada 40 — 0,1%).

Fonte: Autora, -2019.
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As formulagdes farmacotécnicas foram analisadas de acordo com o guia de
semissolidos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), correlacionando a forma
galénica em andlise com as condi¢Bes a que as formulacdes foram expostas durante o
estudo. Antes de iniciar o estudo da estabilidade preliminar os produtos foram
submetidos a analise das caracteristicas organolépticas. Os produtos com as bases de
Natrosol® e Carbopol 940®, permaneceram estaveis, apresentando-se com aspecto

normal, estando aptas para comecar o teste. Como observamos na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas organolépticas das formulacdes no inicio do teste.

Caracteristicas Carbopol 0,5 % Carbopol 1% Natrosol Natrosol 1%
Organolépticas 0,5%
Cor Amarelo intenso Amarelo citrino  Amarelo mel  Amarelo

caramelizado

Odor Caracteristico Caracteristico Caracteristico Caracteristico
intenso intenso
Aspecto Uniforme Uniforme Bifasico Bifasico

Fonte: Autora, 2019.

Com relacdo as caracteristicas organolépticas da formulacdo com Carbopol
940® 0,5% foi evidenciada a cor amarelo intenso, com odor caracteristico, aspecto
uniforme gelatinoso firme, mais fluido em relacdo ao 1%. J4 na formulacdo com
Carbopol 940® 1% a cor visualizada foi amarelo citrino, odor caracteristico e aspecto
uniforme, tipo geleia. Nas formulagées de Natrosol® foram evidenciadas as seguintes
caracteristicas organolépticas, Natrosol® 0,5% cor amarelo mel, odor caracteristico
intenso, aspecto bifasico, tipo gel fluido, com quantidade baixa de espuma. No
Natrosol® 1% viu-se a cor amarelo caramelizado, com odor caracteristico intenso e

aspecto bifasico, tipo gel fluido e com espuma abundante (Figura 9).
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Fiiura 9: Formulacg&es no primeiro dia do experimento

Fonte: Autora, 2019.

Na tabela 2 apresenta a perda de massa das formulacdes no decorrer dos dias.
A massa do Carbopol 940® 0,5% no primeiro dia era 74,49, apés 30 dias foi para
68,73g e na ultima analise estava com massa igual a 55,54g. Ja o Carbopol 940® 1%
na primeira analise foi observada uma massa de 94,49, depois de 30 dias diminuiu
3,949 e nos 60 dias em relacdo ao primeiro dia, houve uma diminuicdo de 15,22g. A
massa do Natrosol® das diferentes concentracdes também diminui, o Natrosol® 0,5%
no primeiro dia estava medindo 87,75, no trigésimo dia 76,71g e depois de 60 dias,
62,63g. E 0 Natrosol® 1% comec¢ou com 96,55¢g, ap6s 30 dias diminuiu para 89,659 e
com 60 dias estava com 63,99g.

Tabela 2: Massa das formulai(”)es.

Carbopol 940® 0,5% 74,4qg 68,739 55,549
Carbopol 940® 1% 94,49 90,469 79,189
Natrosol® 0,5% 87,759 76,719 62,639
Natrosol® 1% 96,559 89,659 63,999

Fonte: Autora, 2019.
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A determinacdo dos valores de pH das formulacbes foi realizada através de
peagbmetro da marca QUIMIS, empregando elétrodos de vidro previamente calibrado

com solucdes tampéao de pH 4,00 e 7,00 (tabela 3).

Tabela 3: Valores da medicdo de pH.

1 dia 30 dias 60 dias
Carbopol 940® 0,5% 7,52 7,1 6,86
Carbopol 940® 1% 5,27 5,02 5,06
Natrosol® 0,5% 9,9 9,1 8,55
Natrosol® 1% 8,20 8,76 8,75

Fonte: Autora, 2019.

Quanto ao polimero de Carbopol 940® que foi utilizado, observou-se que quando
as formulacfes foram armazenadas a temperatura ambiente, no tempo de 60 dias, os
géis preparados com esse polimero apresentaram maior viscosidade aparente que as

formulacdes preparadas com Natrosol® (Figura 10).

Figura 10: Formulacdo de Carbopol 940® 0,5% (esquerda) 1% (direita) na andlise dos 60 dias de
armazenamento.

Fohtef Autora, 2019.
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Foi visualizado surgimento de colbnias fungicas nas formulacbes com Natrosol®
0,5% e 1,0%, com maior evidéncia na formulacdo com Natrosol® a 0,5% (Figuras 11,12
e 13).

Figura 11: Formulagéo de Natrosol® 0,5% na analise dos 30 dias de armazenamento.

Fonte: Autora, 2019.

Figura 12: Formul.e'u;ﬁes de Natrosol® 1% na analise dos 30 dias de armazenamento.

Fonte: Autora, 2019.
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Figura 13: Formulacao de Natrosol® 0,5% na andlise dos 60 dias de armazenamento.

Fonte: Autora, 2019.

Apos finalizada a fase in vitro experimental, iniciou-se a selecdo de pacientes
para a fase clinica do estudo. ApGs a selecéo dos participantes, foram selecionados 60
individuos, sendo 28,33% do género masculino e, (71,67%) do género feminino
(Grafico 5). A anamnese de cada participante, apontou que 22 (36,67%) tinhaentre 18
e 21 anos, 31 (51,67%) entre 22 e 26 anos e 7 (11,67%) entre 27 e 30 anos (Grafico

6). Tendo a maior incidéncia entre 18 e 21 anos.

Grafico 5: Geénero dos participantes do estudo analitico de propolis vermelha, realizado na
UNICATOLICA, Quixada-CE, Nordeste, Brasil, 2019.
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Fonte: Autora, 2019.
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Grafico 6: Idade dos participantes do estudo analitico de propolis vermelha, realizado na
UNICATOLICA, Quixada-CE, Nordeste, Brasil, 2019.

IDADE

18a21anos 22a26anos 27 a30anos

Fonte: Autora, 2019.

A tabela 4 apresenta as caracteristicas da pele dos participantes. Houve uma
maior predominancia de pele oleosa (56,67%), sendo esta estatisticamente significante
(p < 0,05) em relacédo as demais, seca (5,0%) e mista (38,33%). Quanto ao tipo ndo
houve diferenca estatistica entre o tipo | e Il. Em relacdo a quantidade de comeddes,
prevaleceu a faixa entre 20 e 30 (43,67%), sendo estatisticamente significante em

relacdo as outras (p < 0,05).
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Tabela 4: Caracteristicas da pele, tipos de acne e quantidade de comeddes no estudo analitico de
propolis vermelha, realizado na UNICATOLICA, Quixada-CE, Nordeste, Brasil, 2019.

Carateristicas da pele Frequéncia %
Pele seca 3 5,0%
Pele oleosa 34 56,67%*
Pele mista 23 38,33%
Tipos de acne

Tipo | 27 45%
Tipo Il 33 55%
Quant. de comeddes

Entre 10 a 20 17 28,33%
Entre 20 a 30 26 43,67%*
Entre 30 a 40 10 16,67%
Entre 40 a 50 3 5,00%
50 ou mais 4 6,67%

Teste Qui-quadrado (média+DP). *p<0,05.
Fonte: Autora, 2019.

A tabela 5 apresenta a reducdo das unidades formadoras de colbnia (logio) nos
diferentes grupos e tempos, baseline e 90 dias ap6s. Observou-se que 90 dias depois
do inicio, ambos os tratamentos, propolis 2,5% (p= 0,0107) e peréxido de benzoila 5%
(p<0,0001) apresentaram reducdo significante das unidades contadas quando
comparado ao baseline. Na comparacéo inter-grupo houve significancia (p=0,0403) do
grupo tratado com peréxido de benzoila 5% quando comparado ao propolis 2,5%. Nas
figuras 14 e 15 é possivel observar a reducdo da unidades semeadas na placa, nos
grupos dos dois tratamentos. Nas figuras 16 e 17 observa-se os resultados clinicos

antes e apos os tratamentos dos diferentes grupos.
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Tabela 5: Unidades formadoras de colbnias dos participantes nos diferentes grupos e tempos, DO e D90.

L Per6xido de
0 . .o
DO Propolis 2,5% Benzoila 5% S'gAr"\'IfC';:\a}Zce
Mean = SD Mean £ SD ( )
0 4,36 +0,43 45 +0.37
90 3,66+ 0,23 3,53+0.33 P=0.0403
Significance

(repeated P=0,0107 P<0,0001
measures
ANOVA)

Fonte: Autora, 2019.

Figura 14: Semeadura de amostra da face antes e depois de utilizar o gel de propolis vermelha 2,5% por
método de diluicdo seriada (10%).

A
Fonte: Autora, 2019.

Figura 15: Semeadura de amostra da face antes e depois de utilizar o gel de peréxido de benzoila 5% por
método de diluigdo seriada (10%).

Fonte: Autora, 2019.
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Figura 16: Participantes antes (fotos a esquerda) e depois (fotos a direita) de iniciar o tratamento com o
gel de propolis vermelha 2,5% no estudo analitico de propolis vermelha, realizado na UNICATOLICA,
Quixada-CE, Nordeste, Brasil, 2019.

Fonte: Autora, 2019.

Figura 17 - Participantes antes (fotos a esquerda) e depois (fotos a direita) de iniciar o tratamento com o
gel de perdxido de benzoila 5% no estudo analitico de prépolis vermelha, realizado na UNICATOLICA,
Quixada-CE, Nordeste, Brasil, 2019.

N i
Fonte: Autora, 2019.
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6 DISCUSSAO

A resisténcia aos antibioticos sintéticos e a busca por substancias com
propriedade farmacolégica com menores efeitos adversos influencia no aumento da
procura por produtos naturais. Milhdes de moléculas estdo catalogadas em todo o
mundo e muitas ainda sdo desconhecidas. No desenvolvimento de produtos é
importante todo um estudo sobre as formulagées vidveis de utilizacdo e estudos in vitro
gue validem previamente o uso clinico, assim como na presente pesquisa, que se
iniciou com um estudo documental de patentes previamente a escolha do tipo de
produto a ser desenvolvido e estudos laboratoriais necessarios (CHINSEMBU, 2016;
FREIRES; ROSALEN, 2016; NASCIMENTO et al., 2016).

A propolis ha muito tempo ja& vinha sendo utilizada de forma empirica como
terapéutica natural tradicional, conhecida por seus diversos beneficios para a saude. Na
medicina alternativa, ela vem sendo comercializada por industrias farmacéuticas com
finalidade de prevenir um variado leque de doencas (AGUIAR et al., 2018).

A alta procura pela propolis e o investimento na biotecnologia de produtos
apiculas influenciou no surgimento de diversos produtos no mercado. Sendo assim,
desafios quanto a resisténcia aos antimicrobianos sintéticos aumentaram as buscas por
produtos naturais, quanto aos derivados das abelhas se destacam o mel e prépolis,
onde o desenvolvimento e patenteamento de produtos € uma realidade cada vez maior.
A prospeccao documental de patentes € algo importante e indica como o mercado se
movimenta (CHINSEMBU, 2016; NASCIMENTO et al., 2016; FURTADO JUNIOR et al.,
2018).

A industria cosmética tem investido na utilizacdo da propolis utilizada no
tratamento da acne, principalmente em cosmecéuticos, onde a aplicacdo de
dermocosméticos contendo propolis em concentracdo de até 4%, pode ter um papel
significativo na prevencdo e no tratamento da acne vulgar, devido as acg0bes
antiinflamatoéria, antibacteriana, cicatrizante e imunomoduladora, entre outras
(MATSUCHITA; MATSUCHITA, 2015). No presente estudo percebeu-se um grande
aumento dos depodsitos de produtos dermatolégicos com prépolis, nos anos de 2017 e
2018 (Grafico 2).
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Estudo prospectivos de patentes sdo importantes indicadores da producdo e
comércio de produtos (VALADAS et al., 2017; FURTADO JUNIOR et al., 2018). No
estudo de Oliveira et al., (2017), sobre resinas dentdrias compostas com propolis,
observou-se que esta crescente o numero de depdsitos de patentes e publicacdo de
artigos cientificos, ambos envolvendo propolis, sinalizando assim o interesse mundial
cientifico e comercial, especialmente na China. No presente estudo, a China também foi
0 pais com maior numero de depdsitos, seguida dos Estados Unidos e Coréia do Sul.

Quando comparado a literatura cientifica, o depdsito de patentes se encontra em
pequena quantidade. O Brasil, por exemplo, apresenta uma grande quantidade de
pesquisa e inovacao tecnolégica com produtos a base de propolis, sendo o pais que
mais publica sobre o tema, no entanto, existem poucas patentes depositadas (Grafico
3) (OLIVEIRA et al., 2017; FURTADO JUNIOR et al., 2018).

Estudos de prospeccao tecnoldgica por meio de patentes, sdo considerados uma
atividade relativamente recente e estdo sendo usados atualmente nos investimentos
industriais, globalizacdo da economia e aceleracdo da tecnologia avancada (FURTADO
JUNIOR et al., (2018). Nesse estudo o INPI foi o banco com menores nimeros de
depdsitos, entretanto esses tendem a crescer, visto que a legislacdo brasileira esta
facilitando o processo em instituicdes de pesquisa (Gréfico 1).

Constantemente busca-se a elaboracdo de formulacbes cosméticas que sejam
menos agressivas, com menores niveis de toxicidade e mais seguras, mas que
proporcionem a eficacia dos farmacos frequentemente utilizados para ache (BARBOSA
et al.,, 2014; MATSUSHITA; MATSUSHITA, 2015). No presente estudo, entre 0s
produtos especificados nos relatorios, foram encontrados principalmente formulacfes
em creme, além de processos, mascaras, cremes, lo¢cdes, sabonetes e spray (Grafico
4).

Diversas sdo as alternativas de produtos farmacéuticos magistrais e
industrializados que estdo disponiveis para o tratamento da acne, inclusive com
propolis. Estudos in vitro documentam a grande atividade antimicrobiana do extrato de
propolis em diversas concentracdes (10%, 5%, 2,5%, 1,25% e 0,625%) frente ao P.
acnes, essa ac¢ao antimicrobiana pode ser correlacionada com os constituintes quimicos

da prépolis, principalmente as flavonas e derivados do acido p-cumarinico. Além disso,
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a propolis tem atividades cicatrizante e anti-inflamatéria documentadas o que é
bastante aprazivel no curso do tratamento da ache (RODRIGUES NETO et al., 2015).

Barbosa et al., (2014) avaliaram in vitro os possiveis efeitos antimicrobianos do
Oleo essencial de Rosmarinus officinalis L. e da tintura de propolis sobre cepa de P.
acnes (ATCC 1969). Pode-se verificar nesse estudo que o Oleo essencial de
Rosmarinus officinalis ndo apresentou atividade antibacteriana contra a cepa de P.
acnes. A tintura de propolis teve acdo em varias concentra¢des, sendo a concentragdo
inibitéria minima de 0,625%.

A propriedade cicatrizante da propolis, a coloca em alta na inddstria cosmética e
farmacéutica. Assim, o uso de cosméticos contendo propolis, em uma concentracdo de
até 4%, apresenta um papel importante prevenindo e tratando a acne, devido a suas
acdes antibacteriana, anti-inflamatoria e cicatrizante, além disso o extrato de propolis
vermelha exerce efeito antioxidante, por meio de diversos mecanismos envolvendo o
processo de eliminacdo dos radicais livres (MATSUCHITA; MATSUCHITA, 2014,
CORREA, 2018).

No presente estudo in vitro, a distribuicdo de propolis vermelha baseada nos
limites aceitaveis de sensibilidade e resisténcia verificou que todas as cepas foram
sensiveis, com MIC90 < 2,5%. Esses resultados divergem com os valores obtidos em
outro estudo envolvendo o extrato da propolis vermelha, no qual a mesma apresentou
atividade antibacteriana contra o P. acnes em concentracdo inibitéria minima de
0,625% (BARBOSA et al., 2014). Tal entrave pode ser justificavel em decorréncia do
georeferenciamento ao qual a prépolis foi coletada. Em regides temperadas a propolis
tem teor de substancias ativas superior a 50%, nas regifes tropicais a propolis é mais
seca, endurecida e menos aromatica, o teor de substancias ativas pode ser inferior a
10% (MUTSAERS et al., 2016).

A inibicdo das amostras préximos aos valores encontrados utilizando a cepa
ATTC, sugere-se a utilizacdo do método de microdiluicio em placa, possa ser
considerado como sensiveis, uma vez que 0s experimentos foram realizados em
triplicatas (n=2). Devido as triplicatas apresentarem a mesma Concentracao Inibitéria
Minima (MIC) sem intervalos entre as diluicbes, ndo houve diferenca significante

estatistica entre as mesmas.
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Além das funcBes no combate a P. acnes, a literatura reporta que a propolis
vermelha possui acdes contra outros microrganismos, como, por exemplo,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Candida albicans (ARAUJO et al., 2012;
BITTENCOURT et al.,, 2014; JARDIM; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2014). O presente
trabalho vem de modo a fornecer evidéncias in vitro para o manejo clinico e real eficacia
terapéutica da propolis vermelha no tratamento da acne, o que auxilia no
desenvolvimento de formulagBes cosmeéticas acessiveis com melhor adesdo pelos
pacientes. No entanto a literatura sobre a realizacdo e interpretacdo dos testes de
sensibilidade in vitro para P. acnes contém dados conflitantes e ainda existem duvidas
sobre a acuracia e a inter-relacéo dos diferentes métodos disponiveis.

Desde que a propolis vermelha brasileira teve sua origem boténica caracterizada,
varias propriedades biol6gicas tém sido relatadas, como antioxidante, antimicrobiana,
citotoxica e antitumoral. A producdo comercial desse novo tipo de propolis aumentou
rapidamente, onde o0 consumo aumenta constantemente tanto no mercado interno
quanto no internacional (SALATINO, SALATINO, 2018). Muitos estudos identificam
atualmente as atividades dos isoflavondides e relatam o promissor potencial dos
mesmos na modulacdo do processo inflamatério. O neovestitol por exemplo, atua tanto
na inflamacéo aguda quanto crénica, reduzindo fortemente a migracao de neutréfilos e
leucdcitos. Além disso, o0 pré-tratamento com neovestitol reduz os niveis de IL-6 e
supressdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias. Sendo assim, o neovestitol,
possui uma potencial atividade anti-inflamatoria (FRANCHIN et al., 2016).

Os agentes topicos mais frequentemente utilizados incluem queratoliticos, alfa-
hidroxiacidos, peroxido de benzoila, retindides, acido azelaico e antibidticos. Os
antibiéticos que suprimem as P. acnes séo o tratamento padrdo para acne, entretanto
estdo se tornando menos eficazes, devido a resisténcia antimicrobiana. Muitos produtos
naturais sao conhecidos por terem acao antimicrobiana inata e podem ser utilizados
como alternativas aos antibiéticos (MAZZARELLO et al., 2018).

Bobro et al., (2017) desenvolveram uma tecnologia experimental para fabricar
um gel com prépolis e acido azelaico para tratamento da acne. Os pesquisadores
utilizaram carbopol, trometamol, propilenoglicol, glicerina e agua purificada, tendo bons

resultados fisico-quimicos. E importante que nas condicdes modernas de producio
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industrial de medicamentos, um maior controle no desenvolvimento farmacéutico, que
afeta a qualidade e a eficiéncia da formulacédo final. Essa depende principalmente da
realizacdo cuidadosa do processo tecnolégico, levando em consideracéo parametros de
controle dados (condicbes de preparagdo, consisténcia, mistura de componentes,
temperatura, entre outros (BOBRO et al., 2017).

Ali et al., (2015) avaliaram a eficacia clinica e bacteriologica dos extratos topicos
de prépolis no tratamento da acne vulgar facial em 40 pacientes. Os pacientes foram
divididos igualmente em dois grupos, onde o grupo | recebeu tratamento com uma
solucéo topica de extrato etandlico de propolis, e o grupo Il foi tratado apenas com
solucéo topica de etanol e serviram como grupo controle. Nesse estudo houve uma
eficacia clinica altamente significativa da solucéo tépica de extrato etandlico de prépolis
no tratamento da acne vulgar, especialmente na seborreia e oleosidade. Houve uma
eficacia bacteriologica altamente significativa da solucéo tépica de extrato etandlico de
prépolis contra bactérias gram-positivas aerdbias (Staphylococcus epidermidis) e
anaerobias gram-positivas (P. acnes). Além de eficaz, a solucdo foi bem tolerada e
segura.

Os antibiéticos representam uma das classes de medicamentos utilizadas no
tratamento da acne. Entretanto, possiveis reacdes adversas causadas por esses
farmacos tornam o tratamento desagradavel, além do risco de resisténcia bacteriana.
Por isso, 0 uso de produtos naturais tem sido destaque na Dermatologia (BARBOSA et
al., 2014).

As formulacdes foram analisadas de acordo com o guia de semissdlidos da
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), correlacionando a forma galénica em andlise
com as condi¢des a que as formulacdes foram expostas durante o estudo. De acordo
com a Resolugcdo RDC n° 87 de 21 de novembro de 2008 (BRASIL, 2008), base
galénica é a “preparacdo composta de uma ou mais matérias-primas, com férmula
definida, destinada a ser utilizada como veiculo/excipiente de preparacdes
farmacéuticas”. Antes de iniciar o estudo da estabilidade preliminar os produtos foram
submetidos a analise das caracteristicas organolépticas. Os produtos com as bases de
Natrosol® e Carbopol 940®, permaneceram estaveis, apresentando-se com aspecto

normal, estando aptos para comecar o teste.
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Nesse estudo ocorreu alteracdo do pH em todas as formulagdes. O estudo do pH
da formulacéo € de grande relevancia, uma vez que o pH do produto deve ser mantido
durante seu prazo de validade, pois a alteracdo do mesmo pode significar modificagcédo
da estabilidade da formulagédo (GARCIA et al., 2009). A alteragdo do pH pode ser
indicio de degradacao do polimero (DALCIN; SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003).

O tipo de polimero empregado na formulacdo de gel pode influenciar no
comportamento reolégico e na estabilidade fisica do produto (CORREA, 2005). Outro
ponto a ser considerado é a contaminagdo microbiana, a qual esti associada a perda
da eficacia do produto, seja por degradacdo dos componentes da formulacéo, seja por
alteracdo de parametros fisico-quimicos fundamentais para a estabilidade do produto.
Alteracéo do valor de pH ocasionando alteracdo na cor e/ou precipitacées no produto;
producdo de gases, provocando odor desagradavel; acdo enzimética promovendo a
degradacédo de tensoativos ou de macromoléculas, promovendo a quebra de emulsées,
sao algumas das consequéncias tipicas de contaminacdo microbiana (ZANON, 2010).

No primeiro dia foi verificado também a temperatura da formulagcdo, como
mostrado na tabela 6. A temperatura afeta a estabilidade de um farmaco por meio do
aumento da velocidade da reacdo, ocasionando alteracbes na atividade de
componentes, viscosidade, aspecto, cor e odor do produto; por outro lado, baixas
temperaturas aceleram possiveis alteracbes fisicas como turvacdo, precipitacdo e
cristalizacdo. O efeito da mesma pode ser reduzido pela correta selecédo da forma de
armazenamento (ZANON, 2010).

As alteracbes podem ser alusivas a fatores externos ao qual o produto esta
exposto, como temperatura, luz, oxigénio, umidade, material de acondicionamento e
microorganismos e a fatores intrinsecos, os quais estao relacionados a natureza das
formulagdes, tais como, incompatibilidade fisica e quimica (ZANON, 2010).

Nas andlises experimentais ocorreram alteracdo do pH em todas as formulagdes.
A alteragédo do pH pode ser indicio de degradacao do polimero (SCHAFFAZICK et al.,
2003). O estudo do pH da formulacdo é de grande relevancia, uma vez que o pH do
produto deve ser mantido durante seu prazo de validade, pois a alteracdo do mesmo

pode significar modificacdo da estabilidade da formulacdo (GARCIA et al., 2009).



65

A pele apresenta pH levemente acido (4,6 — 5,8), que contribui para que ocorra
protecdo bactericida e fungicida em sua superficie. Além disso, as secrecfes cutaneas
apresentam notavel capacidade tamponante, sendo muito importante, uma vez que o
pH da pele é constantemente modificado em consequéncia da utilizacdo de produtos
topicos inadequados, deixando a pele a amostra de uma série de agentes agressores,
como os microorganismos (LEONARDI et al., 2002).

O tipo de polimero empregado na formulacdo de gel pode influenciar no
comportamento reoldgico e na estabilidade fisica do produto (CORREA, 2005). Quanto
ao polimero de Carbopol 940® que foi utilizado, observou-se que quando as
formulaces foram armazenadas a temperatura ambiente, no tempo no tempo de 60
dias, os geis preparados com esse polimero apresentaram maior viscosidade aparente
gue as formulagdes preparadas com Natrosol®.

Outro ponto a ser considerado € a contaminagdo microbiana, a qual esta
associada a perda da eficacia do produto, seja por degradacdo dos componentes da
formulacdo, seja por alteracdo de parametros fisico-quimicos fundamentais para a
estabilidade do produto. Alteracdo do valor de pH ocasionando alteracdo na cor e/ou
precipitaces no produto; producdo de gases, provocando odor desagradavel; acéo
enzimatica promovendo a degradacdo de tensoativos ou de macromoléculas,
promovendo a quebra de emulsbes, sdo algumas das consequéncias tipicas de
contaminagao microbiana (ZANON, 2010).

Outros estudos como, Silva et al., (2017), Machado et al., (2016), corroboram
gue a atividade biolégica maior na prépolis vermelha € a antimicrobiana, assim os
resultados do presente estudo in vivo estdo em conformidade com dados
apresentados que relatam a eficacia antimicrobiana da prépolis. Percebeu-se uma
diminuicdo consideravel do numero de comeddes nos pacientes.

Visto que o tratamento da acne tem como principal objetivo minimizar os
desconfortos fisicos e estéticos provenientes das inflamacdes acneicas, prevenindo e
reduzindo as marcas e cicatrizes, a propolis pode ser uma excelente alternativa.
(MATSUCHITA; MATSUCHITA, 2015). No presente estudo ambos os grupos tratados
revelaram resultados estatistica mente significantes na reducdo das unidades

formadoras de colbénia de P. acnes. O grupo tratado com perdxido de benzoila 5% teve
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uma maior reducéo (p<0,0001), entretanto considerando que esse produto pode causar
efeitos como ardéncia e descamacao, considera-se assim que a terapia com o gel de
propolis pode ser uma alternativa promissora, ja que os resultados do grupo tratado
com a prépolis foram também significantes (p= 0,0107).

Vérias linhas de evidéncia demonstram as atividades antioxidante, anti-
inflamatoria e antimicrobiana da propolis, principalmente atribuidas ao seu contetido em
polifendis (Curti et al., 2019). Curti et al. (2019) avaliaram as principais agentes
alternativos utilizados para acne em pacientes jovens, destacando-se nesse estudo o
uso do prépolis frente as terapias tradicionais como o peréxido de benzoila e
eritromicina. Outro estudo que investigou as terapias alternativas também indicou o uso
do prépolis como um produto promissor para o tratamento da acne vulgar. (GURNEE,
KAMATH, KRUSE, 2019)

Sung et al. (2017) em uma metanalise avaliaram as evidéncias cientificas
disponiveis sobre o uso externo de propolis para doencas cutaneas apontadas por
ensaios clinicos randomizados. Os resultados indicaram que para doencas de pele, o
tratamento combinado com a propolis revelou efeitos significativos na duracédo e
eficacia do tratamento.

Mazzarello et al.,, (2018) avaliaram em sessenta pacientes com acne leve a
moderada, a eficacia anti-acne de um novo creme a base de trés extratos naturais,
comparando-o ao creme de eritromicina e placebo. O grupo 1 foi tratado com creme
contendo 20% de propolis, 3% de 10% de “6leo de tea tree e 10% de “aloe vera”; o
grupo 2 foi tratado com creme de eritromicina a 3% e o grupo 3 com placebo. Apés 15 e
30 dias, os grupos 1 e 2 tiveram alta reducao do ertitema, onde o grupo tratado com a
formulacdo natural teve melhores resultados que o grupo tratado com eritromicina, na
reducdo de cicatrizes de eritema, indice de gravidade da acne e contagem total de
lesdes.

A prépolis se destaca na Dermatologia, por ser um ativo natural, utilizada como
anti-inflamatorio e cicatrizante em lesdées. O uso de produtos naturais nha Dermatologia
esta se tornando comum, devido a crescente resisténcia contra antibioticos sintéticos de
muitas bactérias, tornando os principios ativos naturais uma forte opgdo como
antissépticos e antimicrobianos (WECKESSER et al., 2007; BARBOSA et al., 2014).
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Diante disso, surge uma percepcao por parte dos consumidores e da industria,
de tratamentos inovadores que diminuissem os efeitos colaterais apresentados por
alguns antimicrobianos ja existentes, despertando entdo o empenho em pesquisas de
substancias que apresentassem efeito antimicrobiano, um baixo nivel de agressividade
e, acima de tudo, um composto natural, feito de matérias-primas como a propolis que
apresenta efetividade comprovada em uma variada gama de bactérias, tendo maior

efetividade quando se trata de bactérias gram-positivas (JANSEN, 2015).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apés a andlise de patentes de produtos derivados da propolis em bancos de
propriedade intelectual, conclui-se que a China € o pais que mais vem depositando
patentes de uso dermatolégico de propolis, mascaras e cremes sao as formulacfes
mais depositadas. O numero de depdésitos ainda é modesto, porém sendo notavel e
expressivo o crescimento. Por meio do estudo in vitro verificou-se que a MIC do extrato
de propolis vermelha foi de 2,5%. No entanto, sdo necessarios mais estudos in vitro e
clinicos para definir os limites de sensibilidade/resisténcia para extratos de prépolis
vermelha, pois sdo escassos critérios de interpretacdo para o método de microdiluicdo
em placa.

A formulagdo do gel facial desenvolvido ficou dentro das expectativas iniciais
para o produto em questdo, sendo uma opcéao viavel. Ao final dos testes iniciais da
formulacdo observou-se que o gel facial manipulado com Carbopol 940® 1% foi a
formulagdo que mais apresentou estabilidade, em relagdo as caracteristicas
organolépticas no que se refere a cor, odor, aspecto e pH.

No estudo clinico, a formulacdo apresentou eficacia frente ao combate do P.
acnes, combatendo cerca de 42,86% de unidades formadoras de colbnias,
apresentando efeitos cicatrizantes, melhorando a aparéncia das lesbes
significativamente. Nao houve relato de reacdes adversas do gel a base propolis
vermelha 2,5% ao ser comparado com o peréxido de benzoila 5% que apresentou
reacdes indesejadas.

Diante do exposto, conclui-se que o gel de propolis vermelha € uma forte opgéo
na inovacao terapéutica da acne, por ser um produto de origem natural e com eficacia
comprovada. Surgindo em um momento em que a busca por novos compostos e

tratamentos alternativos estdo cada vez maiores.
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APENDICE A - FICHA DE ANAMNESE

ANAMNESE PARA SELECAO DE PARTICIPANTES

Pesquisa: Lesfes acnéicas: avaliacdo do Propionibacterium acnes frente ao uso da
prépolis vermelha.
ANAMNESE

01- Nome: N°:

02- Género:
( ) feminino
() masculino

03- Idade: anos.

04- Tipo de acne:
( )tipol
( )tipoll

() tipo i
( ) tipo IV

( ) tipoV

05- Faz utilizacdo de medicamentos?
( ) antibiético

( ) especificos de acne

Qual?
( ) outros

06- Possui alergia a abelha ou prépolis?
( )sim

( )néo

() ndo sabe informar

APENDICE B - TABELA PARA CONTROLE MICROBIOLOGICO



ANALISE (PERIODO)

NO
participante

BASELINE

30 DIAS

90 DIAS

TOTAL

APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

79
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Lesdes acnéicas: avaliagcdo do Propionibacterium acnes frente ao uso da propolis
vermelha
Responséavel pela pesquisa: Karla Bruna Nogueira Torres Mormino.
Centro universitario Catélica de Quixada

Este documento que vocé estd lendo é chamado de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacbes sobre o estudo que vocé esta sendo
convidado a participar. Antes de decidir se deseja participar (de livre e espontanea
vontade) vocé devera ler e compreender todo o conteudo. Ao final, caso decida
participar, vocé seré solicitado a assina-lo e receberd uma copia do mesmo. Antes de
assinar faca perguntas sobre tudo o que nao tiver entendido bem. A equipe deste
estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento (antes, durante e apds o
estudo). Sua participacdo € voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a
qualquer momento, retirando seu consentimento, sem que isso |lhe traga nenhum
prejuizo ou penalidade, bastando para isso entrar em contato com um dos
pesquisadores responsaveis.

Prezado (a) Sr. (a)

Meu nome € Karla Bruna Nogueira Torres Mormino, sou farmacéutica e professora do
Curso de Graduacdo em Farmacia do Centro Universitario Catolica de Quixada e estou
realizando, neste momento, uma pesquisa intitulada “Lesdes acnéicas: avaliagdo do
Propionibacterium acnes frente ao uso da propolis vermelha”, cujos dados serao
coletados pelo académico do curso de Farmécia Rodrigo Freires Nogueira.

Caso aceite, a pesquisadora, ird aplicar uma anamnese aos possiveis participantes, a
fim de fazer uma selecdo com base nos parametros desejados para a realizacdo da
pesquisa. Estes formularios néo traréo risco para ambos e o desconforto serd o minimo
possivel. Todos os cuidados necesséarios serdo tomados para minimizar riscos. O
estudo trara como beneficio a sociedade no que diz respeito ao estudo da propolis
vermelha frente ao combate do Propionibacterium acnes, ser promissor, em razdo da
mesma ser uma substancia natural que apresenta baixos indices toxicologicos, e
variadas propriedades farmacoldégicas.

O (A) senhor (a) tera garantido o sigilo de todas as informagdes coletadas, bem
como o direito de se desligar da pesquisa a qualquer momento, sem que isso lhe traga
qualquer prejuizo e/ou despesa.

Caso precise entrar em contato comigo, informo-lhe meu nome e telefone: Nome:
Karla Bruna Nogueira Torres Mormino. Fone: (88) 9-9649-7500 ou pelo e-mail:
karlabruna@unicatolicaquixada.edu.br. Duvidas sobre a pesquisa envolvendo principios
éticos poderdo ser questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da Unicatélica,
localizado na Rua Juvéncio Alves, n° 660, Centro, Quixada - CE, CEP: 63900-257,
Brasil, Telefone: (88) 3412-6700, Ramal: 6812, e-mail: cep@unicatolicaquixada.edu.br.
Horario de funcionamento: segunda a sexta-feira das 7h as 11h30 e das 13h as 17.30h.
Reclamacdes e/ou insatisfacdes relacionadas a participacdo do paciente na pesquisa



81

poderdo ser comunicadas por escrito a Secretaria do CEP/Unicatdlica, desde que os
reclamantes se identifiquem, sendo que o seu nome sera mantido em anonimato.

CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIMENTO

Declaro que fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a
pesquisa LesBes acnéicas: avaliacdo do Propionibacterium acnes frente ao uso da
prépolis vermelha, dos procedimentos nela envolvidos, assim como dos possiveis riscos
e beneficios decorrentes de minha participagédo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isso me traga prejuizo ou penalidade.

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura do pesquisador participante

Digital
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ANEXO A- PARECER DO COMITE DE ETICA

INST FILOSOFICO TEOLOGICO
Cr’ ~ NS SRA IMACULADA RAINHA W"“'
") DO SERTAO-FAC.CATOLICA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO E AVALIAGCAO CLINICA DE UM GEL FACIAL DE PROPOLIS
VERMELHA NA TERAPEUTICA DA ACNE VULGAR DE GRAU 1 E 2

Pesquisador: Karla Bruna Nogueira Torres

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 55328516.8.0000.5046

Instituicdo Proponente: ASSOCIACAO EDUCACIONAL E CULTURAL DE QUIXADA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.516.539

Apresentacao do Projeto:

A acne é uma afeccgao crénica, multifatorial e universal que geralmente surge na adolescéncia podendo
estender-se a vida adulta, acometendo ambos os sexos. E perceptivel que certa parcela da populagédo nio
considera a acne uma doenca, que, por sua vez nao causa maleficios a saude e,portanto, ndo sendo
necessario tratamento. Buscou-se realizar uma revisao da literatura a cerca da abordagem terapéutica da
acne vulgar dentro da competéncia clinica do profissional farmacéutico. O objetivo desse trabalho é avaliar
clinicamente e microbiologicamente a eficacia de um gel facial a partir do extrato hidroalcodlico da prépolis
vermelha, no tratamento da acne vulgar, grau 1 e 2 comparado ao peréoxido de benzoila, considerado o
padrao-ouro antimicrobiano no tratamento desta afecgdo e o gel de triclosan. O estudo sera do tipo ensaio
clinico, randomizado, duplo-cego e longitudinal, controlado. A amostra sera composta por 90 adultos jovens
de 18 a 30 anos e divididos em 3 grupos, correspondendo aos trés tipos de géis citados acima. Seréo
realizadas oito aplicagées no baseline, apés 15, 30, 45, 60, 75, 90,105 e 120 dias do inicio do tratamento
sendo fornecido o gel de seu grupo especifico para aplicagcdo domiciliar, com orientagcdo da nao utilizacédo
de antimicrobianos e outros métodos para tratamento de acne, e registro da a evolucdo das lesdes
acnéicas. Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana das diferentes concentragdes serao utilizadas
amostras de PA ATCC 1969. As amostras de PA seréao

Enderego: Rua Juvéncio Alves, 660

Bairro: Centro CEP: 63.900-000
UF: CE Municipio: QUIXADA
Telefone: (88)3412-6700 Fax: (88)3412-6743 E-mail: katiagomes@fcrs.edu.br
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cultivadas em meio Agar sangue. Um swab sera levemente friccionado na face do paciente com o rosto livre
de cosméticos e maquiagens, também depois da aplicagédo do gel do grupo especifico.Um volume de 0,1 mL
de cada amostra sera transferido para um tubo de hemdlise estéril, contendo 0,9mL de solugdo salina. Esse
processo sera repetido duas vezes, estabelecendo diluicdes de 1:100 e de 1:1000. Um volume
correspondente a 10uL de cada diluicdo sera semeado em um meio de agar sangue em triplicatas. As
placas serdo incubadas a 37° C, durante 48 horas, em jarras de microaerofilia e colocadas em estufa. Apos
esse periodo, colénias com caracteristicas morfolégicas dos PA serdo contadas. As bactérias serédo
expressas na forma de UFC por amostra.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Desenvolver um gel facial a partir do extrato hidroalcodlico da prépolis vermelha e avaliar clinicamente e
microbiologicamente a eficacia do mesmo em adultos jovens de 18 a 30 anos, no tratamento da acne vulgar,
grau 1 e 2 comparado ao peréxido de benzoila, considerado o padrdo ouro antimicrobiano no tratamento
desta afeccéo e o gel de triclosan.

Objetivo Secundario:

- Avaliar in vitro géis com diferentes concentracdes do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha, para
assim constatar o de maior atividade redutora sobre PA e comparar esses resultados com o gel de peréxido
de benzoila e ao gel de triclosan.

- Avaliar clinicamente o estagiamento das lesdes acnéicas para os pacientes que receberam tratamento com
os géis de propolis e de peroxido de benzoila e ao gel de triclosan.

- Avaliar a agédo antimicrobiana dos géis in vitro por meio da contagem do nimero de unidades formadoras
de col6nias de PA antes e ap6és os tratamentos propostos, na face de adultos jovens.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Efeitos do uso do gel de prépolis.

Beneficios:

Uso do gel para terapéutica da acne em adultos jovens, por meio de uma possivel atividade antimicrobiana
do gel facial a base do extrato hidroalcoélico da prépolis vermelha, e contribuicdo para com os profissionais
no manejo clinico da acne.

Enderego: Rua Juvéncio Alves, 660

Bairro: Centro CEP: 63.900-000
UF: CE Municipio: QUIXADA
Telefone: (88)3412-6700 Fax: (88)3412-6743 E-mail: katiagomes@fcrs.edu.br
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=
CATOLICA De QUIRALDN

Continuagao do Parecer: 1.516.539

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Apresenta todos os termos devidamente assinados, porém ndo consta no TCLE os riscos do paciente.

Recomendacgoes:
Acrescentar no TCLE os riscos do paciente e incluir as medidas de intervengcédo caso algum paciente
apresente algum efeito colateral com o uso do gel de prépolis (gel em estudo).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Pendente

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/03/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_668129.pdf 07:25:09
Projeto Detalhado / | ProjetoDoutoradoBRUNA.doc 01/03/2016 |Karla Bruna Nogueira] Aceito
Brochura 07:24:18 |Torres
Investigador
Brochura Pesquisa |ProjetoDoutoradoBRUNAcorreto.doc 29/02/2016 |Karla Bruna Nogueira| Aceito

19:48:16 |Torres
Declaracéo de termodeanuencia.pdf 29/02/2016 |Karla Bruna Nogueira| Aceito
Instituicdo e 19:46:54 | Torres
Infraestrutura
TCLE/Termos de |TCLE.docx 29/02/2016 |Karla Bruna Nogueiral Aceito
Assentimento / 19:46:26 |[Torres
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de concordanciaPDF.pdf 29/02/2016 |Karla Bruna Nogueira| Aceito
Pesquisadores 19:46:01 |[Torres
Cronograma CRONOGRAMA .docx 29/02/2016 |Karla Bruna Nogueira| Aceito

19:45:28 |Torres

Orgcamento orcamentopdf.pdf 29/02/2016 |Karla Bruna Nogueira] Aceito
19:44:57 |Torres
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Platafor
Ollm

Folha de Rosto folhadrosto.pdf 29/02/2016
19:35:05

Karla Bruna Nogueira| Aceito
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DESENVOLVIMENTO DE GEL INCORPORADOS COM PROPOLIS VERMELHA
BRASILEIRA PARA CONTROLE DE MICRORGANISMOS DERMICOS FACIAIS.

RELATORIO DESCRITIVO

[001] O presente pedido de patente de invengao trata de uma produgao de um
gel facial desenvolvido a partir do extrato hidroalcodlico da prépolis vermelha, sendo
delineado para controlar os sinais visiveis das lesbes e impedir infecgbes
secundarias, além de prevenir cicatrizes e lesdes permanentes.

[002] Apds realizagao da revisao bibliografica em diversos portais de acessos
de perioédicos (BVS, Pubmed, Scielo e Lilacs) verificou-se que os subprodutos da
propolis vermelha brasileira apresentavam seguranga na sua utilizagdo, sendo
demonstrado em diversos estudo in vifro e in vivo a auséncia de potencial
toxicidade, teratogenicidade e mutagenicidade.

[003] A busca por produtos naturais cresce constantemente, pela facilidade de
aplicagao, com menor toxicidade, maior biocompatibilidade, além de apresentarem
valor mais acessivel a populacao que auxiliem no processo cicatricial nos testes
dermatologicos. Dentre os diversos produtos apicolas, a propolis vem se
destacando pela grande perspectiva de utilizacdo nas industrias farmacéutica,
cosmeética e de alimentos.

[004] A Propolis Vermelha Brasileira é estudada mundialmente por evidenciar
uma composi¢cao quimica diversificada e ter ampla acao terapéutica em diversas
doencas. Sua eficiéncia na destruicao de uma vasta gama de bactérias nocivas ao
ser humano, além de apresentar acao antioxidante e cicatrizante com baixa
toxicidade e biocompatibilidade revela sua aplicagdo na dermatologia. O conjunto
quimico da propolis depende da flora de cada regido visitada pelas abelhas e com o
periodo de coleta da resina. Sua constituicao apresenta flavondides (flavonas,
flavonois e flavononas), terpendides, acidos aromaticos, esterdides, proteinas e
muitos outros grupamentos organicos, suas funcdes terapéuticas podem ocorrer
através do sinergismo destes compostos quimicos.

[005] Ja & comprovado cientificamente que os flavondides reduzem a
peroxidacdo lipidica ndo somente pela prevencao ou retardo do inicio da necrose
celular, mas também pelo aumento da vascularizagdo. Acredita-se que qualquer
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droga que iniba a peroxidagao lipidica aumente a viabilidade das fibras de colageno
pelo aumento da resisténcia das mesmas, aumentando a circulagao, prevenindo o
dano celular e pela promocdo da sintese celular. Ainda, os flavonoides e
triterpendides também sao conhecidos por promoverem um processo de cura de
ferimentos principalmente devido as suas caracteristicas adstringentes e
antimicrobianas, que parecem ser responsaveis pela contragéo da lesdo e aumento
da taxa de epitelizagao.

[006] Partindo-se de trabalhos preliminares a respeito das atividades biologicas
da propolis, avaliou-se que o gel, capaz de evitar a reaplicagdo constante do
produto, auxilia, desta forma, a adesao do paciente ao tratamento. Assim, associou-
se o conhecimento da atividade cicatrizante, antimicrobiana e anti-inflamatéria da
prépolis aos beneficios biolégicos, visando a obtencdo de um produto seguro e
eficiente para o tratamento e cicatrizacao de lesdes de pacientes com acne vulgar
de grau 1e 2.

[007] Até o presente momento, ndao ha nenhuma patente para produgdo de
gel facial de prépolis vermelha brasileira, com isso, o presente trabalho foi
construido buscando a promogéao de inovagao tecnolégica focada na produgao de
um novo efeito de uso dermatoloégico envolvido na resposta inflamatoria da
patogénese da acne, com menos efeitos adversos e de baixo custo.

[008] Foi realizada uma busca de gel facial de propolis vermelha brasileira
nos principais bancos de patentes mundiais. Nao foram achados depdsitos no
Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI)- Brasil, German Patent and
Trademark Office, Japanese Patent Office, Oficina de Armonizacién del Mercado
Interior, Oficina Espanola de Patentes y Marcas, Swiss Federal Institute of
Intellectual Property, UK Patent Office, United States Patent and Trademark Office,
Canadian Intellectual Property Office e World Intellectual Property Organization
(WIPO).
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REIVINDICACOES

1- O produto se caracteriza por ser uma formulagao de gel facial que possui a
objetivo de controlar os sinais visiveis das lesées e inibir infeccao secundarias de
acne. '

2- A Propolis Vermelha Brasileira usado se caracteriza por ter propriedades

antimicrobianas, anti-inflamatérias, antioxidante e cicatrizante.

3- O gel facial se caracteriza por ter boa seguranga, nao apresentando reacoes

adversas e/ou toxicolégicas em tratamento dermatologico.
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DESENVOLVIMENTO DE GEL INCORPORADOS COM PROPOLIS VERMELHA
BRASILEIRA PARA CONTROLE DE MICRORGANISMOS DERMICOS FACIAIS.

RESUMO

z

A acne vulgar é caracterizada por lesdes que resultam da agdo dos hormdnios
sobre as glandulas sebaceas da pele, afetando as areas com maior densidade de
foliculos sebaceos. Os fatores etiopatogénicos fundamentais para o surgimento da
acne sdo: hiperprodugdo sebacea, ceratose do canal folicular, aumento da
colonizagdo bacteriana e inflamagdo dérmica. Entre as diversas espécies,
atualmente a Propolis Vermelha Brasileira tem se destacado cientificamente por
possuir composigdo quimica distinta e ter ampla acdo terapéutica em diversas
doengas. A composicdo quimica da propolis depende da flora de cada regiéao
visitada pelas abelhas e com o periodo de coleta da resina. Sua acao anti-
inflamatdria e antioxidante estar relacionada na apresentagao de flavonoides, onde
essas fungdes terapéuticas ocorrem através do sinergismo destes compostos
quimicos. A prépolis vermelha brasileira tem sido festada quanto a sua atividade
antimicrobiana, com bons resultados in vitro e in vivo o que concede credibilidade ao
uso clinico terapéutico, porém, nao foram encontradas patentes de gel com prépolis
vermelha brasileira. Com isso, por se tratar de uma condigdo clinica estética e de
dificil controle a produgéao contribui para os profissionais no manejo clinico da acne,
bem como para com os portadores de acne no aprimoramento da abordagem
terapéutica.
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ABSTRACT

Objective: Due to the growing interest and commercialization of products
derived from propolis, the present investigation aimed to carry out a
prospective study based on the patenting of these products with cosmetic
purpose in intellectual property banks in Brazil and worldwide. Methods:
There were searched patents with propolis formulations deposited until
2018 at the intellectual property banks: National Intellectual Property
Institute (INPI) - Brazil, United States Patent and Trademark Office - United
States, World Intellectual Property Organization (WIPO) -Europe and
Espacenet. For the search, all patents that included the term “propolis”
and “acne” were considered and only the patents for dermatological
products were selected. The relevant informations in the patent documents
was extracted and organized into tables and graphs generated in the
GraphPad Prism program. Results: WIPO was the bank with the largest
number of deposits (43.7%), whereas in the INP| there were found only
three deposits (2,9%). The number of patent deposits over the years has
been increasing, accentuating from 2014, with expressiveness mainly of

INTRODUCTION

The use of apicultural products by mankind has been dated since
antiquity. The interest of the pharmaceutical and cosmeceutical industry
in the production of products containing propolis has been increasing.!
Propolis is a resinous substance produced by Apis mellifera honey
bees from the collection of plant sources mixed with the bee’s saliva. It
is used as an inner coating material for bee hives keeping them aseptic.>*
The botanical biodiversity of the region where it is produced influences
the color, odor and texture of propolis, as well as its chemical charac-
teristics.! The chemical composition of propolis is subject to variations
based on botanical biodiversity, seasonality and geographical location.>*
In general, it is composed of resin, wax, essential oils, pollen and other
organic compounds,> among them flavonoids (flavones, flavonols and
flavonones), terpenoids, aromatic acids, etc.” Therapeutic activities may
occur through the synergism of these chemical compounds.® In addition,
propolis contains minerals such as Mg, Ca, I, K, Na, Cu, Zn, Mn and Fe
and some vitamins such as A, B1, B2, B6, Cand E.2

The biologically active substances of most types of propolis correspond
to phenolic compounds, such as flavonoids (European propolis, derived
from Populus species), prenylated phenylpropanoids (Brazilian green
propolis, derived from Baccharis dracunculifolia) and polyprenylated
benzophenonones (Venezuelan propolis, derived from Clusia species).
The most produced Brazilian propolis is the green propolis, derived from
Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), its main constituents are prenylated
phenylpropanoids and caffeoylquinic acids. It is consumed in the country
and exported to several countries, mainly to Japan and China.*

Propolis presents a broad spectrum of biological activity, such as anti-
microbial, anti-inflammatory, antitumor, immunomodulatory and healing

China (40.8%), United States (29.1%) and South Korea (20.4%). Regarding
the type of product, there were mainly creams and masks, but most of the
documents did not have specifications of the product. Conclusion: China
is the country that has been depositing patents for dermatological use of
propolis, where masks and creams are the most deposited formulations.
The number of deposits is still modest, but growth is remarkable and
significant.
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properties.*® Propolis presented antibacterial activity against several
bacteria, among them Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium spp,
Propionibacterium spp, bacteroids and Peptostreptococcus spp.*

Among skin diseases, acne vulgaris is the most common and affects
mainly young individuals. It is a disease with a multifactorial etiology,
influenced by follicular hyperkeratinization, sebaceous hyperplasia,
bacterial hypercolonization, immune reactions and inflammatory
processes.>” For acne treatment, topical products are widely used, whether
or not associated with systemic medication. Often used keratolytics
agents, alpha-hydroxy acids, benzoyl peroxide, retinoids, azelaic acid
and antibiotics. The antibiotic therapy for P acnes is the standard,” however,
due to the adverse effects and bacterial resistance related to the use of
synthetic antibiotics, there is currently a tendency to seek alternative
treatments, where the principles natural products are being increasingly
exploited.”

In this sense, propolis is prominent in the treatment of acne vulgaris. Its
anti-inflammatory and antibacterial properties provide the reduction of
inflammatory and non-inflammatory lesions, with significant reduction
of seborrhoea and oiliness excess of the skin with excellent tolerability.
Concomitant with the new discoveries in relation to propolis, the interest
of the industry grows in several countries like Japan, China, Russia,
France, Germany and Brazil. Currently there is a wide range of commercial
products containing propolis in the formulation, such as sprays, dyes,
gels, dentifrices and dermatological creams. The propolis market is
on the rise and in rapid expansion, standing out mainly the Brazilian
propolis. In 2009, the propolis market in Japan was estimated at US $ 3
billion, with a substantial participation of products with propolis from

This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 License, which allows others
to remix, tweak, and build upon the work non-commercially, as long as the author is credited and the new creations are licensed under the identical terms.
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Brazil.*Since the end of the last century, the number of publications on
propolis has increased, increasing the researchers’ knowledge about their
biochemistry, botanical origin and biological properties.* Products
containing propolis in the formulation are being used with safety and
tolerability well described. Its anti-inflammatory and antibacterial
properties are being exploited for the development of products for
dermatology, for the treatment of acne vulgaris as well as for other skin
conditions.?

Due to the growing interest and commercialization of products derived
from propolis, the present investigation aimed to carry out a prospective
study based on the patenting of these products with cosmetic purpose in
intellectual property banks in Brazil and worldwide

MATERIALS AND METHODS

The study of technological prospecting was carried out by analyzing
information extracted from patent documents up to the year 2018. The
searches were directed to patents deposited with formulations of propolis in
the databases of four reference intellectual property banks in the world:
«  National Institute of Industrial Property (INPI) - Brazil

+  United States Patent and Trademark Office - United States

«  World Intellectual Property Organization (WIPO) - Europe

«  Espacenet

For the search, all patents that included the term “propolis” and “acne”
were considered. The patent reports were selected after reading the title,
abstract or report, as inclusion criterion, which only the dermatological
patents were selected. Relevant information of the patent documents
were extracted and organized into graphs generated in the program
GraphPad Prism 6 for interpretation and discussion of the results found.
The data represent the distribution of the number of patents by the
banks, the annual evolution of the deposits and the types of products.

RESULTS

Figure 1 shows the distribution of the deposits in the different banks. It
is observed that the WIPO was the one with the largest number of
deposits, followed by the USPTO. In Brazil represented by INPI, only
three deposits were found.

Figure 2 shows the relationship between the number of patent deposits
of propolis dermatological products over the years. It is notorious the
increase in the number of deposits after the year 2014.

Figure 3 shows the countries depositor of the products. There was a
leadership of China, the United States and South Korea mainly.

Figure 4 shows the types of products deposited, predominating creams,
processes and masks. Most of the products were not specified exactly.

DISCUSSION

Several are the alternatives of magisterial and industrialized pharma-
ceuticals that are available for the acne treatment, among them one
can cite propolis. In vitro studies document the high antimicrobial activity
of propolis extract at various concentrations (10%, 5%, 2.5%, 1.25% and
0.625%) against P. acnes, this antimicrobial action can be correlated
with the constituents of propolis, especially flavones and p-coumarin
acid derivatives. In addition, propolis has documented healing and anti-
inflammatory activities which is quite enjoyable in the course of acne
treatment.®

Many studies now identify the activities of isoflavonoids and report their
promising potential in modulating the inflammatory process. Neovestitol,
for example, acts both in acute and chronic inflammation, greatly reducing
the migration of neutrophils and leukocytes. In addition, pretreatment
with neovestitol reduces IL-6 levels and suppression of the production of

5484

INPI (3)

Espacenet (25) WIPO (45)

USPTO (30)

Figure 1: Distribution of patents found in intellectual property banks with
the terms“Propolis + acne”.
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Figure 2: Quantity of patents deposited and registered over the years of
products of propolis for dermatological use.
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Figure 3: Relationship among depositor countries and quantity of deposits
of propolis products for dermatological use.
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Figure 4: Type of propolis products for dermatological use deposited in
intellectual property banks.

proinflammatory cytokines. Therefore, neovestitol has a potential anti-
inflammatory activity.”

Since Brazilian red propolis has had its botanical origin characterized,
several biological properties have been reported as antioxidant, antimi-
crobial, cytotoxic and antitumor. The commercial production of this new
type of propolis increased rapidly, where consumption is constantly
increasing both in the domestic market and in the international market.*
Consistent efforts are made to create cosmetic formulations that are less
aggressive, with lower levels of toxicity and safer, but which provide the
effectiveness of the drugs often used for acne.” In the present study,
among the products specified in the reports, cream formulations, as well
as processes, masks, creams, lotions, soaps and spray were found (Figure 4).
Topical agents most commonly used include keratolytics, alpha-hydroxy-
acids, benzoyl peroxide, retinoids, azelaic acid and antibiotics.” Antibiotics
that suppress P. acnes are the standard treatment for acne, however they
are becoming less effective due to antimicrobial resistance. Many natural
products are known to have innate antimicrobial action and can be used
as alternatives to antibiotics.?Ali ef al.? evaluated the clinical and bacte-
riological efficacy of topical extracts of propolis in the treatment of facial
acne vulgaris in 40 patients. The patients were divided equally into
two groups, where group I received treatment with a topical solution of
ethanolic propolis extract and group II was treated with only ethanol
solution and served as control group. In this study there was a highly
significant clinical efficacy of the topical solution of ethanolic propolis
extract in the treatment of acne vulgaris, especially in seborrhoea and
oiliness. There was a highly significant bacteriological efficacy of the
topical solution of ethanolic propolis extract against gram-positive
aerobic (Staphylococcus epidermidis) and gram-positive anaerobic bacteria
(P. acnes). In addition to being effective, the solution was well tolerated
and safe.

Antibiotics are one of the classes of medications used to treat acne. However,
possible adverse reactions caused by these drugs make the treatment
unpleasant, in addition to the risk of bacterial resistance. Therefore, the
use of natural products has been featured in Dermatology.” Barbosa et al.®
evaluated in vitro the possible antimicrobial effects of Rosmarinus
officinalis essential oil and tincture of propolis on P. acnes strain (ATCC
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1969). It can be verified in this study that the essential oil of Rosmarinus
officinalis L. did not present antibacterial activity against the P. acnes
strain. The dye of propolis had action in several concentrations, being
the minimum inhibitory concentration of 0.625%.

The cosmetic industry has invested in the use of propolis used in the
treatment of acne, especially in cosmeceuticals, where the application of
dermocosmetics containing propolis in concentration of up to 4% can
play a significant role in the prevention and treatment of acne vulgaris
due to the anti-inflammatory, antibacterial, healing and immunomod-
ulatory activities, among others.® In the present study it was noticed a
large increase in deposits of dermatological products with propolis in the
years 2017 and 2018 (Figure 2).

Prospective patent studies are important indicators of the production
and trade of products.’®!! In the study of Oliveira ef al.* on dental resins
composed of propolis, it was observed that there is a growing number of
patent deposits and the publication of scientific papers, both involving
propolis, thus signaling world interest scientific and commercial,
especially in China. In the present study, China was also the country
with the largest number of deposits, followed by the United States and
South Korea.

When compared to the scientific literature, patent filing is small. Brazil,
for example, has a great deal of research and technological innovation
with products based on propolis, being the country that publishes most
on the subject,*'® however, there are few patents deposited (Figure 3).
Studies of technological prospecting through patents are considered a
relatively recent activity and are currently being used in industrial
investments, globalization of the economy and acceleration of advanced
technology.'°In this study the INPI was the bank with the lowest number
of deposits, however, these tend to grow, since Brazilian legislation is
facilitating the process in research institutions (Figure 1).

CONCLUSION

After the analysis of patents of products derived from propolis in intel-
lectual property banks, it is concluded that China is the country that has
been depositing patents for dermatological use of propolis, masks and
creams are the most deposited formulations. The number of deposits is
still modest, but growth is remarkable and significant.
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ANEXO D - COMPROVANTE DE DEPOSITO DE PATENTE

Ministério do Meio Ambignte ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A7C37B6

A atividade de acesso ao Patrimoénio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n° 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A7C37B6

Usuario: Universidade Federal do Ceara
CPF/CNPJ: 07.272.636/0001-31

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie

Dalbergia ecastophyllum

Titulo da Atividade: DESENVOLVIMENTO DE GEL INCORPORADO COM PROPOLIS VERMELHA
BRASILEIRA PARA CONTROLE DE ORGANISMOS DERMICOS FACIAIS

Equipe

MARTA MARIA DE FRANGA FONTELES Universidade Federal do Ceara

KARLA BRUNA NOGUEIRA TORRES Universidade Federal do Ceara

SANDNA LARISSA FREITAS DOS SANTOS Universidade Federal do Ceara

EDILSON MARTINS RODRIGUES NETO Universidade Federal do Ceara

SAID GONCALVES DA CRUZ FONSECA Universidade Federal do Ceara

Data do Cadastro: 10/10/2018 23:50:30 E + E

Situagédo do Cadastro: Concluido H -I

Conselho de Gestédo do Patrimdnio Genético
Situacéo cadastral conforme consulta ao SisGen em 23:53 de 10/10/2018.
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