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DESCRITORES KEYWORDS

Objeti vo: Verifi car, in vitro, o efeito anti microbiano do pólen e 
dos extratos alcoólico e aquoso da própolis em suas formas pura 
e diluídas sobre cepas de referência Streptococcus mutans ATCC 
25175, Streptococcus salivarius ATCC 7073, Streptococcus miti s 
ATCC 903 e Lactobacillus casei ATCC 9595 pela determinação 
da Diluição Inibitória Máxima (DIM).
Método: Uti lizou-se a clorexidina como controle positi vo 
e água desti lada e álcool de cereais 70% como controles 
negati vos. Efetuou-se a diluição das soluções de 1:1 até 1:64 
dos extratos alcoólico e aquoso da própolis diluídos em álcool 
70% e água desti lada, respecti vamente. O pólen foi diluído em 
álcool, por ser uma substancia apolar, nas concentrações de 
5% (quanti dade presente na composição química da própolis) e 
50%. Cada linhagem bacteriana foi reati vada em caldo nutriti vo 
Brain Heart Infusion (BHI) e semeadas as placas com auxílio 
de swabs, procedendo-se com testes de susceti bilidade, em 
duplicata, por meio do método da difusão em ágar e técnica 
do ágar recortado. Em seguida, foram incubadas a 37°C, em 
microaerofi lia, por 48h.
Resultados: Constatou-se que todas as diluições da própolis 
alcoólica inibiram o crescimento bacteriano enquanto a 
própolis aquosa mostrou os menores resultados tendo efeito 
apenas sobre S. miti s na forma pura e nas diluições de 1:1 até 
1:4. O pólen a 5% foi efi ciente sobre todas as bactérias, porém 
o pólen a 50% teve ação apenas sobre S. miti s. Os controles 
negati vos não apresentaram ati vidade.
Conclusão: Apesar da própolis e do pólen apresentarem 
ati vidade anti microbiana contra as cepas de referência superior 
à do placebo, esta, porém, foi inferior à da clorexidina.

Objecti ve: To evaluate, in vitro, the anti microbial eff ect of 
pollen and alcoholic and aqueous propolis extracts in their 
pure and diluted forms against reference strains Streptococcus 
mutans ATCC 25175, Streptococcus salivarius ATCC 7073, 
Streptococcus miti s ATCC 903 and Lactobacillus casei ATCC 
9595, by determinati on of Maximum Inhibitory Diluti on (MID).
Methods: Chlorhexidine was used as a positi ve control and 
disti lled water and 70% grain alcohol as negati ve controls. The 
alcoholic and aqueous propolis extracts were subjected to 
diluti ons from 1:1 to 1:64 in 70% alcohol and disti lled water, 
respecti vely. For being an apolar substance, pollen was diluted 
in alcohol at the concentrati ons of 5% (amount present in the 
chemical compositi on of propolis) and 50%. Each bacterial 
strain was reacti vated in Brain Heart Infusion (BHI) broth and 
seeded onto plates with swabs, and the suscepti bility tests 
were performed in duplicate by the agar diff usion method 
using the agar well technique. Next, the plates were incubated 
at 37°C in microaerophilia during 48 hours.
Results: All diluti ons of alcoholic propolis extract inhibited the 
bacterial growth while the aqueous propolis extract showed less 
effi  cient results, being eff ecti ve only against S. miti s in its pure 
form and in the 1:1 to 1:4 diluti ons. Pollen at 5% was effi  cient 
against all bacteria, but pollen at 5% had acti on only against 
S. miti s. The negati ve controls did not present anti microbial 
acti vity.
Conclusion: The anti microbial acti vity of propolis and pollen 
against the reference strains was higher than that of placebo 
but lower than that of chlorhexidine.
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INTRODUÇÃO

METODOLOGIA

Gondim et al. - Ati vidade Anti microbiana de Produtos Naturais

A microbiota presente no meio bucal é um dos 
fatores mais estudados no intuito de compreender 
melhor os mecanismos que levam ao desenvolvimento 
da cárie dentária, bem como de seu tratamento que, 
do ponto de vista patológico, é considerado como uma 
doença infecciosa e, como tal, deve ser tratada de forma 
a controlar o agente causador1-3.

Como a formação da cárie dentária se dá por bactérias 
presentes no biofi lme dentário, tem-se o S. mutans como 
o mais prevalente nas etapas iniciais, enquanto o L. casei 
é mais encontrado na evolução da cavitação4-6. Percebe-
se que a proporção dessas bactérias na saliva e na placa 
bacteriana esta diretamente correlacionada com a 
prevalência e a freqüência de cárie dentária, isso levou 
a uma série de experimentos direcionados à diminuição 
dos mesmos na cavidade bucal7.

Produtos naturais têm sido uti lizados para fi ns de 
medicina popular em todo o mundo por milhares de 
anos8. As substâncias naturais têm demonstrado ação 
anti bacteriana, principalmente pelo fato de que grande 
parte dos vegetais uti lizados na medicina alternati va é 
consti tuída por fl avanóides, que agem sobre as células 
bacterianas rompendo a membrana citoplasmáti ca e 
inibindo a ati vidade enzimáti ca9.

Neste parâmetro, sabe-se que a própolis, uma 
substância produzida pelas abelhas, é um poderoso 
agente anti microbiano e anti -infl amatório, apresentando 
também ati vidade anti viral in vitro, ação anti úlcera 
(auxílio na cicatrização), anti oxidante, anti -cancerígeno, 
imunoesti muladora, hipotensiva e citostáti ca10,11. Em 
geral, a própolis é composta de 50% de resina e bálsamo 
de vegetais, cera de 30%, 10% de óleos essenciais 
e aromáti cos, 5% de pólen e 5% de várias outras 
substâncias, incluindo os restos orgânicos, dependendo 
do local e tempo de coleta. Os consti tuintes da própolis 
variam muito devido ao clima, estação, local e ano, e sua 
fórmula química não é estável12. É um produto natural de 
interesse para a área odontológica, podendo ser uti lizada 
sobre forma de bochechos, ou empregado também na 
forma sólida; na forma de ungüento à base de vaselina, 
lanolina, manteiga, azeite de oliva, ou extrato óleo-
alcoólico; na forma de extrato alcoólico; e extrato hidro-
alcoólico.

Pólen, bem como outros produtos de apicultura, 
tem ganhado maior atenção para as suas propriedades 
terapêuti cas, como anti bacteriana, anti -fungica, anti -
cariogênica13-15 e efeitos imunomoduladores. Outras 
aplicações potenciais do pólen incluem a sua uti lização 
em apiterapia e, como um alimento funcional na indústria 

alimentar devido às sua propriedades nutricionais. O 
pólen é considerado um precioso alimento com efeitos 
variados para a saúde16.

Nos últi mos anos tem-se verifi cado um grande avanço 
cientí fi co envolvendo estudos químicos e farmacológicos 
que visam obter novos compostos com propriedades 
terapêuti cas. Nessa perspecti va vê-se a necessidade de 
se desenvolver uma substância com potente ati vidade 
anti microbiana, capaz de interferir no desenvolvimento 
do biofi lme.

Com base neste fato, o objeti vo do presente estudo 
foi avaliar a sensibilidade de espécies bacterianas 
encontradas na cavidade oral: Streptococcus mutans, 
Streptococcus salivarius, Streptococcus miti s e 
Lactobacillus casei frente aos extratos de própolis 
alcoólico e aquoso, diluídos respecti vamente em álcool 
e água desti lada e do pólen diluído em álcool, em 
concentrações de 5% e 50%.

No teste da ati vidade anti microbiana das substancias 
selecionadas foram uti lizadas linhagens bacterianas 
de Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus 
salivarius ATCC 7073, Streptococcus miti s ATCC 903 e 
Lactobacillus casei ATCC 9595.

Nos experimentos realizados, foi testado o efeito 
do pólen como agente anti microbiano. Seguindo os 
objeti vos propostos nesta pesquisa, foi selecionada a 
própolis, uti lizando como critério mínimo de inclusão a 
apresentação de uma ati vidade anti -sépti ca descrita na 
literatura.

Os extratos de própolis com e sem álcool oriundos 
do fabricante Apis Flora Ind. Com. Ltda. foram adquiridos 
em farmácia homeopáti ca de referencia na cidade de 
João Pessoa/PB. Adquiriu-se também o pólen puro de 
um centro de pesquisas em fi toterapia da Universidade 
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), o qual  foi 
armazenado em refrigeração para posterior diluição em 
solução alcoólica. A solução de clorexidina a 0,12% foi 
adquirida em farmácia de manipulação.

Cada linhagem bacteriana foi reati vada em caldo 
nutriti vo Brain Heart Infusion (BHI) e semeadas as placas 
de BHI ágar acrescido de 5% de sangue de carneiro 
desfi brinado (ágar sangue) com auxílio de swabs e em 
seguida incubadas a 37°C, em microaerofi lia, por 48 
horas.

Os extratos de própolis com e sem álcool, foram 
diluídos em álcool 70° e água desti lada nas concentrações 
de 1:1 e chegando à 1:64, como também foi testada 
em suas formas puras. O pólen por ser uma substância 
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RESULTADOS

apolar foi diluída em álcool 70º nas concentrações de 
5% (quanti dade presente na composição química da 
própolis) e 50%.

Foi uti lizado como controle positi vo a clorexidina 
0,12% e como controle negati vo o álcool à 70º e a água 
desti lada, uti lizados no preparo dos extratos.

Após a observação visual da turvação do meio, 
realizou-se a determinação da Diluição Inibitória Máxima 
(DIM) pelo método da difusão em agar e técnica do agar 
recortado, no qual as linhagens foram semeadas em 
placas de Petri com auxílio de swabs estéreis, e posterior 
perfuração de poços de aproximadamente 6mm no meio 
sólido para colocação de 50μL das diluições em diferentes 
concentrações. Em seguida as placas foram incubadas a 
37ºC, em microaerofi lia, por 24 horas.

Com auxílio de paquímetro manual foi determinada 
a DIM, considerada como a maior faixa de diluição dos 
produtos capaz de inibir crescimento bacteriano com o 
aparecimento de halos de inibição.

Com o objeti vo de controlar o estudo e assegurar a 
sua reproduti bilidade, os experimentos foram realizados 
em duplicata.

Os resultados obti dos foram submeti dos à análise 
descriti va e comparati va, verifi cando-se a ati vidade 
anti microbiana dos produtos selecionados sobre as 
linhagens padronizadas.

A clorexidina, uti lizada como controle positi vo, 
apresentou os melhores resultados conforme observado 
na tabela 1 demonstrando seu potencial anti bacteriano 
sobre os microrganismos selecionados na presente 
pesquisa. Em contraparti da, constatou-se o álcool de 
cereais a 70% e a água desti lada, controles negati vos, não 
inibiu o crescimento das espécies bacterianas avaliadas. O 
pólen a 5% apresentou ati vidade sobre todas as bactérias, 
enquanto que o pólen a 50% teve ação exclusivamente 
sobre S. miti s (Tabela 1).

Tabela 1. Halos de inibição (em mm) da clorexidina e do pólen 
a 5% e a 50%.

Microorganismo Clorexidina Pólen a 5% Pólen a 50%
S. mutans 26 mm 8 mm -
S. salivarius 20 mm 12 mm -
S. miti s 21 mm 8 mm 8 mm
L. casei 21 mm 8 mm -

Os resultados do teste de difusão da própolis 
alcoólica são visualizados na Tabela 2, os quais se referem 
à média dos halos de inibição em mm.

Tabela 2. Halos de inibição (em mm|) observados sobre as 
cepas testadas nas diferentes diluições e na forma pura da 
própolis alcoólica.

Própolis alcoólica
Diluições S. mutans S. miti s S. salivarius L. casei

Puro 16 mm 19 mm 17 mm 0 mm
1:1 11 mm 17 mm 15 mm 0 mm
1:2 11 mm 14 mm 13 mm 0 mm
1:4 11 mm 14 mm 12 mm 0 mm
1:8 11 mm 12 mm 12 mm 0 mm

1:16 10 mm 10 mm 12 mm 0 mm
1:32 9 mm 8 mm 9 mm 0 mm
1:64 9 mm 7 mm 9 mm 0 mm

p p

A Diluição Inibitória Mínima (DIM) registrada para 
as cepas de S. mutans, S. salivarius e S. miti s foi a de 1:64 
enquanto a observada para  L. casei foi 1:32 (Tabela 3).

Tabela 3. Diluição Inibitória Máxima (DIM) das substâncias 
sobre as linhagens bacterianas testadas.

Substância
Bactérias Própolis alcoólica Própolis aquosa
S. mutans 1:64 -

S. salivarius 1:64 -
S. miti s 1:64 1:4
L. casei 1:32 -

DISCUSSÃO

O principal fator eti ológico local da cárie é o 
biofi lme com característi ca de acidogenicidade, no qual 
estejam presentes principalmente bactérias do gênero 
Streptococcus, como também de Lactobacillus sp., 
podendo-se estabelecer uma relação positi va entre esses 
microrganismos e a cárie em humanos6.

Na prevenção de doenças da cavidade oral, é 
de fundamental importância o emprego da remoção 
mecânica do biofi lme dental, podendo associá-la ou 
não ao uso de agentes químicos6. Procurando promover 
o controle químico do biofi lme, várias pesquisas vêm 
sendo realizadas para desenvolver e testar a ati vidade de 
diversas substâncias contra esses microrganismos17,18.

Entre as substâncias uti lizadas com a função anti -
sépti ca bucal a mais indicada é a clorexidina 0,12%, pois 
nessa concentração há uma redução dos efeitos adversos 
causados pela substância quando em concentrações 
mais elevadas e, ainda assim, mantém a efi cácia contra 
os microrganismos19. A ati vidade anti microbiana da 
clorexidina tem sido relatada em diversos estudos e 
os achados do presente trabalho concordam com os 
resultados descritos na literatura pesquisada20,21.

O desenvolvimento de novas terapias para o 
tratamento das doenças da cavidade oral é de grande 
importância uma vez que a administração local e sistêmica 
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CONCLUSÕES

de agentes anti microbianos acarreta vários problemas, 
como: seleção de microrganismos multi rresistentes, 
transferência interbacteriana de determinantes de 
resistência e efeitos colaterais desagradáveis, o que 
torna o uso de anti microbianos de origem natural uma 
alternati va efi caz e econômica. Diante disso, o uso de 
anti microbianos naturais pode contribuir no controle do 
crescimento desordenado da microbiota oral8,18.

Em relação ao extrato etanólico da própolis, constatou-
se sua efi cácia sobre cepas de S. sobrinus, S. mutans e S. 
aureus22. Em adição, ao se avaliar a suscepti bilidade dos 
extratos etanólicos de própolis provenientes dos estados 
do Paraná, Minas Gerais e São Paulo e de óleos essenciais 
frente às bactérias cariogênicas Streptococcus mutans 
e Lactobacillus casei usando o método de difusão foi 
observado que os extratos de própolis não apresentam 
ati vidade para L. casei23.

A ação anti bacteriana do extrato alcoólico de própolis 
a 50% foi demonstrada sobre 161 isolados bacterianos, 
tanto gram positi vos dentre eles o Streptococcus sp., 
bem como para gram negati vos. Observou-ser inibição 
bacteriana de 67,7% das bactérias testadas; 92,6% dos 
isolados Gram positi vos e 42,5% dos Gram negati vos 
foram sensíveis ao extrato24.

Ao se avaliar a ati vidade anti microbiana de ti nturas 
fi toterápicas sobre bactérias bucais, verifi cou-se sua ação 
sobre S. mutans, S. miti s e L. casei, com DIM’s de 1:16, 
1:4 e 1:8 respecti vamente5. Estes achados divergem dos 
resultados obti dos no presente estudo. Isso pode ser 
justi fi cado pelo fato da uti lização de diluição de ti ntura 
da própolis5 enquanto que neste trabalho foi empregado 
o extrato alcoólico da própolis, registrando-se melhores 
resultados para este últi mo.

O extrato de própolis aquoso mostrou menor ação 
anti microbiana, tendo efeito apenas sobre S. miti s na 
forma pura e nas diluições de 1:1 até 1:4. Resultados 
diferentes foram verifi cados ao ser avaliada a ati vidade 
anti microbiana de soluções aquosas e hidroalcoólicas 
da própolis da região do Vale do Paraíba sobre vinte e 
uma cepas de S. mutans em diversas concentrações, 
observando-se que a própolis aquosa inibiu todas as 
cepas de S. mutans até a concentração de 20%25. Contudo, 
corroborando os achados do presente estudo, a solução 
hidroalcoólica obteve resultados signifi cati vamente mais 
efi cazes25.

Pesquisas, in vitro, desenvolvidas uti lizando como 
agente anti microbiano extratos de própolis, frações 
isoladas, e os compostos purifi cados mostraram 
reduções na contagem de Streptococcus mutans, bem 
como interferência com a sua capacidade de adesão e 
ati vidade de glicosiltransferase, que são consideradas 
grandes propriedades no estabelecimento do processo 

cariogênico26.
A composição e as propriedades biológicas da 

própolis estão diretamente relacionadas a sua composição 
química que pode sofrer variações de acordo com o ti po 
de vegetação da região, a época da coleta, a técnica 
empregada e a espécie da abelha27,28.

Neste senti do, ao ser avaliado o perfi l de 
suscepti bilidade de extratos etanólicos de própolis 
oriundos dos estados do Paraná, Minas Gerais e São 
Paulo e de óleos essenciais frente a bactérias cariogênicas 
(Streptococcus mutans e Lactobacillus casei), constatou-
se que a própolis proveniente de Minas Gerais apresentou 
a maior ati vidade, fato que leva a concluir que diferença 
na composição da própolis pode estar associada com 
a região de produção e com a estação climáti ca da 
coleta23.

Corroborando esta afi rmação, em um estudo 
desenvolvido para determinar a ati vidade anti oxidante, 
compostos fenólicos e ati vidade anti bacteriana de 
extratos de pólen obti dos com diferentes concentrações 
de etanol das regiões de Alagoas e Paraná, observou-
se que o Staphylococcus aureus foi inibido pelo extrato 
etanólico de Alagoas, em todas as concentrações, exceto 
no extrato etanólico do pólen de 90%. O extrato a 60% 
da solução de etanol (amostra do Paraná) inibiu Bacillus 
subti lis, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella29.

É importante compreender que um experimento 
realizado in vitro, por ser um sistema estáti co, apresenta 
limitações em comparação com pesquisas in vivo. Nestas 
últi mas, aspectos como acúmulo de biofi lme, hábitos 
de higiene, fl uxo e composição salivar, dieta e fatores 
sistêmicos devem ser considerados. Nesta perspecti va, a 
parti r dos resultados obti dos no presente estudo, torna-
se perceptí vel a importância da realização de ensaios 
pré-clínicos e clínicos, com o propósito de analisar outras 
propriedades do pólen e da própolis, bem como, na 
cavidade bucal, sua ação frente a bactérias envolvidas no 
processo de formação do biolfi me.

1) Todas as diluições da própolis alcoólica inibiram o 
crescimento bacteriano das cepas de S. mutans, S. 
salivarius e S. miti s enquanto que apenas a diluição de 
1:64 não inibiu a cepa de L. casei;
2) A própolis aquosa exibiu os menores resultados tendo 
efeito exclusivamente sobre S. miti s na forma pura e nas 
diluições de 1:1 até 1:4;
3) O pólen a 5% foi efeti vo sobre as bactérias avaliadas, 
porém, a 50%, teve ação somente sobre S. miti s;
4) A clorexidina apresentou os melhores resultados tendo 
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