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Objetivo: Verificar, in vitro, o efeito antimicrobiano do pdlen e
dos extratos alcodlico e aquoso da prépolis em suas formas pura
e diluidas sobre cepas de referéncia Streptococcus mutans ATCC
25175, Streptococcus salivarius ATCC 7073, Streptococcus mitis
ATCC 903 e Lactobacillus casei ATCC 9595 pela determinagdo
da Diluigdo Inibitoria Maxima (DIM).

Método: Utilizou-se a clorexidina como controle positivo
e agua destilada e alcool de cereais 70% como controles
negativos. Efetuou-se a diluigdo das solugbes de 1:1 até 1:64
dos extratos alcodlico e aquoso da prépolis diluidos em alcool
70% e agua destilada, respectivamente. O pdlen foi diluido em
alcool, por ser uma substancia apolar, nas concentragdes de
5% (quantidade presente na composi¢do quimica da prépolis) e
50%. Cada linhagem bacteriana foi reativada em caldo nutritivo
Brain Heart Infusion (BHI) e semeadas as placas com auxilio
de swabs, procedendo-se com testes de suscetibilidade, em
duplicata, por meio do método da difusdo em agar e técnica
do agar recortado. Em seguida, foram incubadas a 37°C, em
microaerofilia, por 48h.

Resultados: Constatou-se que todas as diluicdes da prépolis
alcodlica inibiram o crescimento bacteriano enquanto a
prépolis aquosa mostrou os menores resultados tendo efeito
apenas sobre S. mitis na forma pura e nas dilui¢des de 1:1 até
1:4. O pdlen a 5% foi eficiente sobre todas as bactérias, porém
o polen a 50% teve agdo apenas sobre S. mitis. Os controles
negativos ndo apresentaram atividade.

Conclusdo: Apesar da prépolis e do pdlen apresentarem
atividade antimicrobiana contra as cepas de referéncia superior
a do placebo, esta, porém, foi inferior a da clorexidina.

DESCRITORES

Microbiologia; Biofilme dentario; Prépolis.

ABSTRACT

Objective: To evaluate, in vitro, the antimicrobial effect 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 mitis ATCC 903 and Lactobacillus casei ATCC
9595, by determination of Maximum Inhibitory Dilution (MID).
Methods: Chlorhexidine was used as a positive control and
distilled water and 70% grain alcohol as negative controls. The
alcoholic and aqueous propolis extracts were subjected to
dilutions from 1:1 to 1:64 in 70% alcohol and distilled water,
respectively. For being an apolar substance, pollen was diluted
in alcohol at the concentrations of 5% (amount present in the
chemical composition of propolis) and 50%. Each bacterial
strain was reactivated in Brain Heart Infusion (BHI) broth and
seeded onto plates with swabs, and the susceptibility tests
were performed in duplicate by the agar diffusion method
using the agar well technique. Next, the plates were incubated
at 37°C in microaerophilia during 48 hours.

Results: All dilutions of alcoholic propolis extract inhibited the
bacterial growth while the aqueous propolis extract showed less
efficient results, being effective only against S. mitis in its pure
form and in the 1:1 to 1:4 dilutions. Pollen at 5% was efficient
against all bacteria, but pollen at 5% had action only against
S. mitis. The negative controls did not present antimicrobial
activity.

Conclusion: The antimicrobial activity of propolis and pollen
against the reference strains was higher than that of placebo
but lower than that of chlorhexidine.

Microbiology; Dental plaque; Propolis.
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INTRODUCAO

A microbiota presente no meio bucal é um dos
fatores mais estudados no intuito de compreender
melhor os mecanismos que levam ao desenvolvimento
da carie dentaria, bem como de seu tratamento que,
do ponto de vista patoldgico, é considerado como uma
doenca infecciosa e, como tal, deve ser tratada de forma
a controlar o agente causador®3,

Comoaformacdodacariedentariasedaporbactérias
presentes no biofilme dentario, tem-se 0 S. mutans como
0 mais prevalente nas etapas iniciais, enquanto o L. casei
€ mais encontrado na evoluc¢do da cavitacdo*®. Percebe-
se que a proporgao dessas bactérias na saliva e na placa
bacteriana esta diretamente correlacionada com a
prevaléncia e a freqiiéncia de carie dentaria, isso levou
a uma série de experimentos direcionados a diminui¢do
dos mesmos na cavidade bucal’.

Produtos naturais tém sido utilizados para fins de
medicina popular em todo o mundo por milhares de
anos®. As substancias naturais tém demonstrado agdo
antibacteriana, principalmente pelo fato de que grande
parte dos vegetais utilizados na medicina alternativa é
constituida por flavandides, que agem sobre as células
bacterianas rompendo a membrana citoplasmatica e
inibindo a atividade enzimatica®.

Neste parametro, sabe-se que a prépolis, uma
substancia produzida pelas abelhas, é um poderoso
agente antimicrobiano e anti-inflamatério, apresentando
também atividade antiviral in vitro, a¢do antillcera
(auxilio na cicatriza¢do), antioxidante, anti-cancerigeno,
imunoestimuladora, hipotensiva e citostatica'®. Em
geral, a prépolis é composta de 50% de resina e balsamo
de vegetais, cera de 30%, 10% de odleos essenciais
e aromdticos, 5% de pdlen e 5% de varias outras
substancias, incluindo os restos organicos, dependendo
do local e tempo de coleta. Os constituintes da prépolis
variam muito devido ao clima, estagdo, local e ano, e sua
férmula quimica ndo é estavel'?. E um produto natural de
interesse para a drea odontoldgica, podendo ser utilizada
sobre forma de bochechos, ou empregado também na
forma sdlida; na forma de ungiiento a base de vaselina,
lanolina, manteiga, azeite de oliva, ou extrato dleo-
alcodlico; na forma de extrato alcodlico; e extrato hidro-
alcodlico.

Pélen, bem como outros produtos de apicultura,
tem ganhado maior atengdo para as suas propriedades
terapéuticas, como antibacteriana, anti-fungica, anti-
cariogénica®®?® e efeitos imunomoduladores. Qutras
aplicagdes potenciais do pdlen incluem a sua utilizagdo
em apiterapia e, como um alimento funcional na industria

alimentar devido as sua propriedades nutricionais. O
pdlen é considerado um precioso alimento com efeitos
variados para a saude?.

Nos ultimosanostem-severificadoumgrandeavancgo
cientifico envolvendo estudos quimicos e farmacoldgicos
que visam obter novos compostos com propriedades
terapéuticas. Nessa perspectiva vé-se a necessidade de
se desenvolver uma substancia com potente atividade
antimicrobiana, capaz de interferir no desenvolvimento
do biofilme.

Com base neste fato, o objetivo do presente estudo
foi avaliar a sensibilidade de espécies bacterianas
encontradas na cavidade oral: Streptococcus mutans,
Streptococcus  salivarius,  Streptococcus mitis e
Lactobacillus casei frente aos extratos de prépolis
alcodlico e aquoso, diluidos respectivamente em alcool
e agua destilada e do pdlen diluido em alcool, em

concentragdes de 5% e 50%.

METODOLOGIA

No teste da atividade antimicrobiana das substancias
selecionadas foram utilizadas linhagens bacterianas
de Streptococcus mutans ATCC 25175, Streptococcus
salivarius ATCC 7073, Streptococcus mitis ATCC 903 e
Lactobacillus casei ATCC 9595.

Nos experimentos realizados, foi testado o efeito
do pdlen como agente antimicrobiano. Seguindo os
objetivos propostos nesta pesquisa, foi selecionada a
propolis, utilizando como critério minimo de inclusdo a
apresentacdo de uma atividade anti-séptica descrita na
literatura.

Os extratos de propolis com e sem alcool oriundos
do fabricante Apis Flora Ind. Com. Ltda. foram adquiridos
em farmacia homeopdtica de referencia na cidade de
Jodo Pessoa/PB. Adquiriu-se também o pdlen puro de
um centro de pesquisas em fitoterapia da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), o qual foi
armazenado em refrigeragdo para posterior diluicdo em
solucdo alcodlica. A solugdo de clorexidina a 0,12% foi
adquirida em farmacia de manipulagéo.

Cada linhagem bacteriana foi reativada em caldo
nutritivo Brain Heart Infusion (BHI) e semeadas as placas
de BHI &gar acrescido de 5% de sangue de carneiro
desfibrinado (dgar sangue) com auxilio de swabs e em
seguida incubadas a 37°C, em microaerofilia, por 48
horas.

Os extratos de propolis com e sem alcool, foram
diluidos em alcool 70° e agua destilada nas concentra¢des
de 1:1 e chegando a 1:64, como também foi testada
em suas formas puras. O pdlen por ser uma substancia
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apolar foi diluida em alcool 702 nas concentragdes de
5% (quantidade presente na composicdo quimica da
prépolis) e 50%.

Foi utilizado como controle positivo a clorexidina
0,12% e como controle negativo o alcool a 702 e a 4gua
destilada, utilizados no preparo dos extratos.

Apds a observacgdo visual da turvacdo do meio,
realizou-se a determinag¢do da Diluigdo Inibitéria Maxima
(DIM) pelo método da difusdo em agar e técnica do agar
recortado, no qual as linhagens foram semeadas em
placas de Petri com auxilio de swabs estéreis, e posterior
perfuragdo de pogos de aproximadamente 6mm no meio
sélido para colocagdo de 50l das diluicdes em diferentes
concentragdes. Em seguida as placas foram incubadas a
3729C, em microaerofilia, por 24 horas.

Com auxilio de paquimetro manual foi determinada
a DIM, considerada como a maior faixa de diluicdo dos
produtos capaz de inibir crescimento bacteriano com o
aparecimento de halos de inibigdo.

Com o objetivo de controlar o estudo e assegurar a
sua reprodutibilidade, os experimentos foram realizados
em duplicata.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
descritiva e comparativa, verificando-se a atividade
antimicrobiana dos produtos selecionados sobre as
linhagens padronizadas.

RESULTADOS

A clorexidina, utilizada como controle positivo,
apresentou os melhores resultados conforme observado
na tabela 1 demonstrando seu potencial antibacteriano
sobre os microrganismos selecionados na presente
pesquisa. Em contrapartida, constatou-se o alcool de
cereais a 70% e a dgua destilada, controles negativos, ndo
inibiu o crescimento das espécies bacterianas avaliadas. O
polen a 5% apresentou atividade sobre todas as bactérias,
enquanto que o pdlen a 50% teve agdo exclusivamente
sobre S. mitis (Tabela 1).

Tabela 1. Halos de inibi¢cdo (em mm) da clorexidina e do pélen
a 5% e a 50%.

Microorganismo  Clorexidina Pdlena 5% Pdlen a 50%

S. mutans 26 mm 8 mm -
S. salivarius 20 mm 12 mm -
S. mitis 21 mm 8 mm 8 mm
L. casei 21 mm 8 mm -

Os resultados do teste de difusdo da prépolis
alcodlica sdo visualizados na Tabela 2, os quais se referem
a média dos halos de inibicdo em mm.

Gondim et al. - Atividade Antimicrobiana de Produtos Naturais

Tabela 2. Halos de inibigdo (em mm|) observados sobre as
cepas testadas nas diferentes diluicGes e na forma pura da
propolis alcodlica.

Propolis alcodlica

Diluigdes S. mutans  S. mitis S. salivarius L. casei
Puro 16 mm 19 mm 17 mm 0mm
1:1 11 mm 17 mm 15 mm 0mm
1:2 11 mm 14 mm 13 mm 0mm
1:4 11 mm 14 mm 12 mm 0mm
1:8 11 mm 12 mm 12 mm 0mm
1:16 10 mm 10 mm 12 mm 0mm
1:32 9 mm 8 mm 9mm 0mm
1:64 9 mm 7 mm 9 mm 0mm

A Diluigdo Inibitéria Minima (DIM) registrada para
as cepas de S. mutans, S. salivarius e S. mitis foi a de 1:64
enquanto a observada para L. casei foi 1:32 (Tabela 3).

Tabela 3. Dilui¢do Inibitéria Maxima (DIM) das substancias
sobre as linhagens bacterianas testadas.

Substancia
Bactérias Proépolis alcodlica Prépolis aquosa
S. mutans 1:64 -
S. salivarius 1:64 -
S. mitis 1:64 1:4
L. casei 1:32 -

DISCUSSAO

O principal fator etioldgico local da carie é o
biofilme com caracteristica de acidogenicidade, no qual
estejam presentes principalmente bactérias do género
Streptococcus, como também de Lactobacillus sp.,
podendo-se estabelecer uma relagao positiva entre esses
microrganismos e a carie em humanos®.

Na prevencdo de doencas da cavidade oral, é
de fundamental importancia o emprego da remogao
mecanica do biofilme dental, podendo associa-la ou
ndo ao uso de agentes quimicos®. Procurando promover
o controle quimico do biofilme, varias pesquisas vém
sendo realizadas para desenvolver e testar a atividade de
diversas substancias contra esses microrganismos®’:8,

Entre as substancias utilizadas com a fun¢do anti-
séptica bucal a mais indicada é a clorexidina 0,12%, pois
nessa concentracdo hd uma reducgdo dos efeitos adversos
causados pela substancia quando em concentragdes
mais elevadas e, ainda assim, mantém a eficacia contra
0s microrganismos®®. A atividade antimicrobiana da
clorexidina tem sido relatada em diversos estudos e
os achados do presente trabalho concordam com os
resultados descritos na literatura pesquisada?®?..

O desenvolvimento de novas terapias para o
tratamento das doencas da cavidade oral é de grande
importancia umavez que aadministracdo local e sistémica
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de agentes antimicrobianos acarreta varios problemas,
como: selegdo de microrganismos multirresistentes,
transferéncia interbacteriana de determinantes de
resisténcia e efeitos colaterais desagradaveis, o que
torna o uso de antimicrobianos de origem natural uma
alternativa eficaz e econdmica. Diante disso, o uso de
antimicrobianos naturais pode contribuir no controle do
crescimento desordenado da microbiota oral®?8,

Emrelagdoaoextratoetandlicodaprdpolis, constatou-
se sua eficacia sobre cepas de S. sobrinus, S. mutans e S.
aureus®. Em adigdo, ao se avaliar a susceptibilidade dos
extratos etandlicos de prépolis provenientes dos estados
do Parand, Minas Gerais e S3o Paulo e de 6leos essenciais
frente as bactérias cariogénicas Streptococcus mutans
e Lactobacillus casei usando o método de difusdo foi
observado que os extratos de prépolis ndo apresentam
atividade para L. casei®.

Aacgdoantibacteriana do extratoalcodlicode prépolis
a 50% foi demonstrada sobre 161 isolados bacterianos,
tanto gram positivos dentre eles o Streptococcus sp.,
bem como para gram negativos. Observou-ser inibi¢do
bacteriana de 67,7% das bactérias testadas; 92,6% dos
isolados Gram positivos e 42,5% dos Gram negativos
foram sensiveis ao extrato?.

Ao se avaliar a atividade antimicrobiana de tinturas
fitoterdpicas sobre bactérias bucais, verificou-se sua a¢édo
sobre S. mutans, S. mitis e L. casei, com DIM’s de 1:16,
1:4 e 1:8 respectivamente®. Estes achados divergem dos
resultados obtidos no presente estudo. Isso pode ser
justificado pelo fato da utilizacdo de dilui¢do de tintura
da prépolis® enquanto que neste trabalho foi empregado
o extrato alcodlico da prépolis, registrando-se melhores
resultados para este ultimo.

O extrato de prdpolis aquoso mostrou menor agdo
antimicrobiana, tendo efeito apenas sobre S. mitis na
forma pura e nas diluicdes de 1:1 até 1:4. Resultados
diferentes foram verificados ao ser avaliada a atividade
antimicrobiana de solugGes aquosas e hidroalcodlicas
da prépolis da regidgo do Vale do Paraiba sobre vinte e
uma cepas de S. mutans em diversas concentragdes,
observando-se que a propolis aquosa inibiu todas as
cepas deS. mutans até a concentragdo de 20%?°. Contudo,
corroborando os achados do presente estudo, a solugdo
hidroalcodlica obteve resultados significativamente mais
eficazes®.

Pesquisas, in vitro, desenvolvidas utilizando como
agente antimicrobiano extratos de prépolis, fragGes
isoladas, e os compostos purificados mostraram
reducdes na contagem de Streptococcus mutans, bem
como interferéncia com a sua capacidade de adesdo e
atividade de glicosiltransferase, que sdo consideradas
grandes propriedades no estabelecimento do processo

cariogénico®.

A composicdo e as propriedades bioldgicas da
prépolis estdodiretamenterelacionadasasuacomposi¢do
guimica que pode sofrer variagGes de acordo com o tipo
de vegetacdo da regido, a época da coleta, a técnica
empregada e a espécie da abelha? %,

Neste sentido, ao ser avaliado o perfil de
susceptibilidade de extratos etandlicos de prdpolis
oriundos dos estados do Parana, Minas Gerais e S3o
Paulo e de dleos essenciais frente a bactérias cariogénicas
(Streptococcus mutans e Lactobacillus casei), constatou-
se que a propolis proveniente de Minas Gerais apresentou
a maior atividade, fato que leva a concluir que diferenca
na composi¢cdo da prépolis pode estar associada com
a regido de producdo e com a estagdo climatica da
coleta®.

Corroborando esta afirmagdo, em um estudo
desenvolvido para determinar a atividade antioxidante,
compostos fendlicos e atividade antibacteriana de
extratos de pdlen obtidos com diferentes concentra¢des
de etanol das regides de Alagoas e Parand, observou-
se que o Staphylococcus aureus foi inibido pelo extrato
etandlico de Alagoas, em todas as concentragdes, exceto
no extrato etandlico do pélen de 90%. O extrato a 60%
da solugdo de etanol (amostra do Paranad) inibiu Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella®.

E importante compreender que um experimento
realizado in vitro, por ser um sistema estatico, apresenta
limitagdes em comparagao com pesquisas in vivo. Nestas
ultimas, aspectos como acumulo de biofilme, habitos
de higiene, fluxo e composicdo salivar, dieta e fatores
sistémicos devem ser considerados. Nesta perspectiva, a
partir dos resultados obtidos no presente estudo, torna-
se perceptivel a importancia da realizagdo de ensaios
pré-clinicos e clinicos, com o propdsito de analisar outras
propriedades do pdlen e da prépolis, bem como, na
cavidade bucal, sua agdo frente a bactérias envolvidas no
processo de formagdo do biolfime.

1) Todas as diluigGes da propolis alcodlica inibiram o
crescimento bacteriano das cepas de S. mutans, S.
salivarius e S. mitis enquanto que apenas a diluicdo de
1:64 ndo inibiu a cepa de L. casei;

2) A prépolis aguosa exibiu os menores resultados tendo
efeito exclusivamente sobre S. mitis na forma pura e nas
diluigdes de 1:1 até 1:4;

3) O pdlen a 5% foi efetivo sobre as bactérias avaliadas,
porém, a 50%, teve acdo somente sobre S. mitis;

4) A clorexidina apresentou os melhores resultados tendo

1 26 Pesq Bras Odontoped Clin Integr, Joao Pessoa, 11(1):123-127, jan./mar. 2011



halos de 26, 20, 21 e 21 mm para S. mutans, S. salivarius,
S. mitis e L. casei, respectivamente;

5) Os controles negativos ndo apresentaram atividade
antimicrobiana.
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