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RESUMO

Objetivo: Comparar os efeitos antibacterianos de dentifricio de prépolis
vermelha brasileira ao extrato e diferentes dentifricios comerciais sobre
S.mutans in vitro. Materiais e Métodos: Foi utilizado o extrato de propolis
vermelha brasileira, o dentifricio de prépolis vermelha brasileira e dentifricio
comercial comum. Cepas de S. mutans foram utilizadas no presente estudo.
Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de micro
diluicao em caldo de cultura, conforme Norma MO07-A10 do Clinical and
Laboratorial Standard Institute (CLSI, 2015). A cepa foi ativada por incubacao a
37° C, overnight, em caldo de cultura Brain Heart Infusion (BHI), e em jarra de
anaerobiose, usando meétodo da vela. Aos pogos das microplacas foram
adicionados 100uL de caldo BHI, 20 pL das substancias testadas (grupos
experimentais), em concentra¢des variando de 100 uL/mL a 0,0488 uL/mL, e
80 pL/mL da suspens&o microbiana padronizada (10° UFC/mL). As microplacas
foram incubadas durante 24 horas em estufa bacterioldgica a 37° C. O extrato
e dentifricio de prépolis mostraram atividade antimicrobiana significante contra
S.mutans até a concentracao de 0,3906 ug/mL. O dentifricio comum mostrou
atividade antimicrobiana significante contra S.mutans até a concentragdo de
0,0976 ug/mL. Conclui-se que todos os grupos observados tiveram atividade
antimicrobiana contra S.mutans. Apresentaram diferenga entre o extrato de
propolis, o dentifricio incorporado com o extrato e o dentifricio comum.

Palavras- chave: Prépolis; Microbiologia; Pasta dentaria.



ABSTRACT

Purpose: To compare the antibacterial effects of a Brazilian red propolis
dentifrice, the extract and different commercial dentifrices against S.mutans in
vitro. Materials and Methods: The Brazilian red propolis extract, the Brazilian
red propolis dentifrice and the commercial dentifrice analyzed. Strains of S.
mutans were used in the present study. For the evaluation of the antimicrobial
activity the microdilution method was used in culture broth, according to
Standard M07-A10 of the Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI,
2015). The strain was activated by incubation at 37 ° C overnight in Brain Heart
Infusion (BHI) culture medium, and in anaerobic jar, using the candle method.
To the wells of the microplates were added 100uL of BHI broth, 20uL of the
substances tested (experimental groups), at concentrations ranging from 100
ML / mL to 0.0488 uL / mL, and 80 pyL / mL of the standardized microbial
suspension (106 CFU / mL). The microplates were incubated for 24 hours in a
bacteriological oven at 37 ° C. Propolis extract and dentifrice showed significant
antimicrobial activity against S.mutans up to the concentration of 0,3906 pug/mL.
The common dentifrice showed significant antimicrobial activity against
S.mutans up to the concentration of 0.0976 pg / mL. It was concluded that all
the groups observed had antimicrobial activity against S.mutans. There was no
difference between the propolis extract, the dentifrice incorporated with the
extract and the common dentifrice.

Key words: Propolis; Microbiology; Toothpaste.



1. INTRODUCAO

Moléculas bioativas de produtos naturais apresentam atividade
farmacoldgica e sempre foram bastante utilizadas pela industria farmacéutica
como alternativa aos medicamentos tradicionais, na busca constante por
produtos seguros com atividade farmacolégica. (George e Kasliwal et al.,
2017)

A cavidade bucal é bastante complexa, contendo diversas comunidades
de microorganismos que residem nas diferentes superficies. Normalmente
essas comunidades de virus, bactérias, entre outros coexistem em equilibrio. A
saude bucal esta relacionada a esse equilibrio, mas quando o ambiente bucal
sofre alteracOes, esse ecossistema € desequilibrado resultando em disbioses.
(Marsh e Zaura, 2017).

O biofilme desenvolvido sobre a superficie dentaria € composto de
varias espécies de microorganismos, inicialmente colonizados por bactérias
gram — positivas e aerObias, mas posteriormente, ha uma colonizacao
sequencial de microorganismos gram — negativos e anaerébios. Sendo assim,
€ necessario uma desorganizacao constante e eficaz deste biofilme para
prevenir essas patologias bucais. (Souza et al., 2013)

A propolis € uma mistura complexa formada por um material resinoso e
balsamico, ndo toxico que é coletada pelas abelhas da espécie Apis mellifera
de diferentes partes da planta como brotos, ramos, flores, pblen e exsudatos de
arvores que associados as secrecOes salivares e enzimas dessas abelhas
constituem esse material rico em propriedades bioldgicas. Esta mistura
complexa € utilizada pelas abelhas para proporcionar o fechamento da colméia
e para sua assepsia, através de sua acao antimicrobiana. Devido a essas
propriedades bioldgicas, a prépolis é utilizada desde séculos atras na medicina
tradicional, inclusive para doencas bucais como uma alternativa terapéutica.
(Lustosa et al., 2008; Salatino, 2018)

A composicdo quimica da prépolis vai depender da biodiversidade
local onde se encontra a colmeia. Normalmente sdo compostas por 50% de
resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de dleo essencial e outros



compostos aromaticos, 5% de pélen e 5% de outras substancias (De Araujo et
al., 2011).

As atividades bioldgicas da propolis vém sendo amplamente exploradas
em varios campos da medicina como um recurso importante para a prevengao
e tratamento de doencas orais e sistémicas. (Nogueira et al., 2007; Salatino,
2018)

A prépolis tem sido objeto de intensos estudos farmacolégicos e
quimicos nos ultimos 30 anos. Em varias partes do mundo € indicada para
melhorar a saude e prevenir doencas. Estudos comprovam o efeito terapéutico
extrato de prdpolis sobre inibicdo microbiana de microorganismo cariogénicos,
além de apresentar-se como uma opc¢ao clinica de baixa toxicidade. (Silva et
al., 2013) Atualmente, diversas sao as formas farmacéuticas onde esse produto
€ veiculado, como capsulas, extratos, géis, dentifricios, sprays, enxaguatério
bucal e na forma de pd6. Possuem propriedades antibacteriana, anti-
inflamatdria, antifungica, antiviral, antioxidante, antitumoral dentre outras
(Lustosa et al., 2008; Salatino, 2018).

No Brasil existem catalogadas 13 tipos de prépolis, onde a encontrada
em Alagoas no Nordeste brasileiro, 0 nome propolis vermelha brasileira é
devido a coloracao vermelha advinda dos pigmentos das plantas (Nogueira et
al., 2007).

Sabe-se que esse tipo é relativamente novo e tem despertado a atencao
para a sua composicao quimica e propriedades farmacoldgicas promissoras,
especialmente antimicrobianas e antiinflamatérias. E encontrada no nordeste
brasileiro, regido rica em biodiversidade, principalmente no litoral do estado de
Alagoas, cuja origem botanica € a Dalbergia ecastophyllum. Esse tipo é
exclusivo dessa regiao, possuindo uma alta concentracao de isoflavondides na
sua composic¢ao, o que fez o Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI)
conceder o titulo de Indicacdo Geografica para essa localidade, assegurando o
certificado internacional de unico produtor desse tipo de prdpolis no mundo,
com qualidade assegurada durante todo o ano (Nogueira et al., 2007; Silva et
al., 2008; Silva et al., 2013; Freires et al., 2016; Franchin et al., 2016. Salatino,
2018).



Esse produto possui um alto valor medicinal, histérico e econémico, e
nos ultimos anos a PVB teve uma grande expansdo comercial, onde o
interesse pela industria farmacéutica e sua producdo comercial foram
aumentados consideravelmente no mundo inteiro, especialmente no Brasil,
Japdo, China, Russia, Alemanha e Franca. Em Odontologia pesquisas
apontam resultados promissores em diversas especialidades, como na
Endodontia, Cariologia, Cirurgia, Odontologia Preventiva e Periodontia. (Porto
et al., 2018)

Dentifricios com moléculas bioativas vém sendo estudados em
pesquisas in vitro como agentes antimicrobianos. N&o foram encontrados na
literatura relatos da utilizacdo de dentifricio incorporado com propolis vermelha
brasileira, desse modo foi depositada o pedido de uma patente de invencao
sob protocolo BR1020170110974. O objetivo do presente trabalho foi avaliar in
vitro a atividade antimicrobiana de um dentifricio de prépolis vermelha brasileira
sobre Streptococcus mutans.



2. MATERIAIS E METODOS

Cepas bacterianas e meio de cultura

Cepas de S. mutans foram utilizadas no presente estudo. Cepa padréao
Streptococcus mutans ATCC UA159. A cepa foi ativada por incubagao a 37°
C, overnight, em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI), e em jarra de
anaerobiose, usando método da vela, por um periodo de 24 horas. (SOUSA et
al., 2010).

Extrato de propolis vermelha brasileira e preparacao dos dentifricios

O extrato de propolis vermelha foi coletado da cidade de Marechal
Deodoro (Latitude Sul 9° 44.555’, Latitude Oeste 35° 52.080’ e altitude de 18.1
m acima do nivel do mar), regido com indicacdo geografica concedida pelo
Instituto Nacional de Propriedade Industrial, no estado de Alagoas, Brasil. Foi
utilizado 150 gramas do extrato de propolis vermelha e dissolvido em 1L de
alcool de cereais de maior graduacao. O extrato de prépolis vermelha brasileira
na concentragcao de 1% (concentracdo antimicrobiana previamente estudada)
foi incorporado ao dentifricio fluoretado (1500ppm) no laboratério de
Farmacotécnica do curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara,
Brasil. Apds identificagdo quimica dos constituintes por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC), os dentifricios foram formulados com mesmo sabor,
cor e odor.



Analise microbiolégica

Foi realizado um estudo experimental, no qual foi investigada a potencial
atividade antimicrobiana de dentifricio incorporado a propolis vermelha sobre a
cepa padrao Streptococcus mutans ATCC UA159.

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Pesquisa
em Microbiologia Aplicada (LabMicro) na Universidade Federal do Ceara.
Todos o0s ensaios foram realizados em ftriplicata e em dois diferentes
momentos. Foram testados os seguintes grupos: G1- Sem tratamento (Grupo
Controle- GC); G2- Tratados com extrato de propolis vermelha brasileira (P);
G3- Tratados com dentifricio comercial comum (D); G4- Tratados com
dentifricio incorporado com propolis vermelha brasileira (DP).

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de
micro diluicdo em caldo de cultura, conforme Norma M07-A10 do Clinical and
Laboratorial Standard Institute (CLSI, 2015).

Apés esse periodo, as culturas tiveram sua densidade celular ajustada
em solugéo salina 0,85% estéril, de modo a se obter uma turbidez equivalente
ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). A
suspensao obtida foi diluida 100 vezes em meio BHI estéril, resultando em uma
cultura com aproximadamente 10° UFC/mL. Essa suspensao foi utilizada no
ensaio (Figura 1).

Aos pocgos das microplacas foram adicionados 100uL de caldo BHI, 20
UL das substancias testadas (grupos experimentais), em concentracdes
variando de 100 pL/mL a 0,0488 pL/mL, e 80 uL/mL da suspensédo microbiana
padronizada (10® UFC/mL). As microplacas foram incubadas durante 24 horas
em estufa bacteriol6gica a 37° C. Ap6s esse periodo, foi realizada a inspecao
visual do crescimento microbiano. Devido a intensa turvagcédo das substancias
testadas, foi adicionado 10 pL de solu¢do de resazurina (0,01%) em todos os
pocos, € as microplacas foram incubadas a 37°C por 2 horas. Foi realizada
inspecgao visual da mudanga de coloragéo e leitura em leitora de microplacas
BioTek a 570nm para determinagcdo da Concentragdo Bactericida Minima
(CBM) (Figura 1).



Foram realizados controle de turvacdo (meio + substancia dos grupos
experimentais), controle de crescimento (meio + suspensao microbiana) e

controle de esterilidade do meio de cultura (somente meio).

Figura 1 — Ensaio para determinag@o do potencial antimicrobiano de dentifricio

a base de prépolis vermelha brasileira.
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3. RESULTADOS

Grafico 1: CBM do extrato de propolis vermelha brasileira sobre S.
mutans ATCC UA159 comparado ao grupo controle.
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No gréafico 1 observa-se a CBM do grupo tratado com o exirato de
propolis vermelha brasileira. O extrato mostrou atividade antimicrobiana
significante contra S.mutans até a concentracdo de 0,3906 ug/mL. Diluicoes

seriadas foram realizadas a fim de evidenciar a menor concentragéo.



Grafico 2: CBM do dentifricio de prépolis vermelha brasileira sobre S.
mutans ATCC UA159 comparado ao grupo controle.
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No gréafico 2 observa-se a CBM do grupo tratado com o dentifricio de
propolis vermelha brasileira. O dentifricio de prépolis vermelha brasileira
mostrou novamente atividade antimicrobiana significante contra S.mutans até a
concentracdo de 0,3906 ug/mL. Diluicbes seriadas foram realizadas a fim de

evidenciar a menor concentracao.



Grafico 3: CBM do dentifricio comercial comum sobre S. mutans ATCC
UA159 comparado ao grupo controle.
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No grafico 3 observa-se a CBM do grupo tratado com dentifricio
comercial comum. O dentifricio comum mostrou também atividade
antimicrobiana significante contra S.mutans até a concentragdo de 0,0976
ug/mL. Diluigbes seriadas foram realizadas a fim de evidenciar a menor

concentracao.



4. DISCUSSAO

A resisténcia aos antimicrobianos sintéticos e a busca por substancias
com propriedades biolégicas com menores efeitos adversos fez com que
aumentasse o interesse por produtos naturais. Mais de cem milhdes de
moléculas estdo catalogadas em todo o mundo e muitas ainda estao
inexploradas. (Lobo et al., 2014; Chinsembu 2016; Freires e Rosalen, 2016;)

A alta demanda pela propolis e o investimento na biotecnologia de
produtos derivados de abelhas contribuiu para o langcamento 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 propolis. (Chinsembu,
2016; Nascimento et al. 2017)

A propolis se destaca pelo amplo espectro antimicrobiano gram -
positivo e gram — negativo contra colonizadores do biofilme dentario, como
S.mutans, Lactobacillus, P. gingivalis, Actinomyces naeslundii, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia.
(Freires et al. 2016, Chinsembu 2016). Esse produto apresenta potente
atividade antimicrobiana mesmo na concentracéo de 0,1%, possuindo atividade
antimicrobiana e anti-inflamatéria comprovada in vitro e in vivo. 1sso é devido a
alta concentracdo de flavonoides e compostos fendlicos. (Freires et al. 2016;
Porto et al. 2018)

Os Streptococcus sdo um dos principais microorganismos que colonizam
a cavidade bucal, sendo espécies pioneiras nos diversos nichos bucais.(Maniji
et al., 2018)

Cayo et al. 2016 avaliaram o efeito antimicrobiano in vitro de diversas
concentragbes da propolis peruana contra S. mutans (ATCC 25175). No
mesmo 10% da concentracao de prépolis foi suficiente para inibicao dos halos.

Fernandes Jr et al., 2016 analisaram a concentracao inibitéria minima do
extrato alcodlico de prépolis encontrada em Botucatu-SP, Mossor6-RN e
Urubici-SC sobre espécies isoladas de infecgdes clinicas humanas
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus sp, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans). Na analise houve uma maior sensibilidade



quanto as bactérias gram - positivas, quando comparadas as gram -—
negativas.

Filipi€ et al., 2018 avaliaram a atividade antimicrobiana de uma pasta
com propolis (3%) na Endodontia como dentifricio. Outros constituintes como
Aloe barbadensis (0,5%) e fluoreto de sddio (0,2%) foram adicionados a pasta.
A pasta se mostrou eficaz contra as seguintes espécies S. mutans,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans.

George e Kasliwal et al., 2017 avaliou a acao de propolis indiana contra
S.mutans e Candida albicans e comparou a probiéticos e clorexidina. Contra
S.mutans onde o prépolis e a clorexidina apresentaram os melhores resultados
enquanto para C. albicans a prépolis foi superior as outras substancias
testadas.

Grenho et al., 2000 acreditam que as diversas infeccoes associadas a
biomateriais exigem novas estratégias para superar esse problema. Os autores
estudaram a associacdo da nanohidroxiapatita com extrato alcéolico de
propolis verde (25%) e vermelha (25%) na prevengdo do crescimento
bacteriano contra S. aureus bem como a citotoxicidade. Os resultados
mostraram que a prépolis teve atividade antimicrobiana e nao foi citotoxico para
os fibroblastos das células.

Geraldini et al., 2000 avaliaram o extrato etandlico de propolis em
diversas concentracdes na superficie dentinaria em amostras de dentes apéds
remocao de esmalte. Foi observado que a solucdo removeu parte da camada
de esfregaco sem causar exposi¢cao dos tubulos dentinarios. As solu¢des de 20
e 30% apresentaram melhores resultados.

Hayacibara et al., 2005 avaliaram os efeitos do extrato etandlico a 20%
da prépolis tipo 3 e tipo 12 contra S.mutans e a atividade de glicosiltransferases
(GTFs) e incidéncia de carie em um modelo animal. Os resultados mostraram
dados semelhantes em todas as variaveis estudadas.

Koru et al., 2007 avaliaram a concentragao inibitéria minima (MIC) e
concentracao bactericida minima (MBC) de amostras de prépolis (10%) em
quatro diferentes regides da Turquia e do Brasil contra nove espécies de



bactérias anaerdbias, através do método de diluicdo de agar. A analise mostrou
que os diferentes extratos tiveram melhor atividade em bactérias gram-
positivas que gram-negativas e os flavonoides foram os componentes mais
encontrados.

Leitdo et al., 2004 enfatizam que o papel do S.mutans no
desenvolvimento da carie € principalmente pela sintese de acidos organicos e
de glucanos. Esse estudo comparou o Alecrim — do — campo DC (B.
dracunculifolia), que é a origem botanica da prépolis verde brasileira com o
préprio extrato etandlico da prépolis verde. Os resultados mostraram efeitos
antimicrobianos contra S.mutans pelos dois extratos.

Heimbach et al., 2016 avaliaram o efeito dos residuos da extracéo
hidroalcoolica 30% de prépolis do tipo verde e marrom sobra bactérias gram-
positivas e gram-negativas. O material demonstrou efeito principalmente sobre
S. aureus e Escherichia coli.

De acordo com Silva et al., 2017 a falta de padronizagdo de
metodologias em produtos incorporados com prépolis limita seu uso da
industria, em especial a alimenticia e farmacéutica. Os autores avaliaram in
vitro diversas atividades biologicas de extratos de propolis 2%, vermelha, verde
e marrom de diferentes regides brasileiras. Os exiratos se destacaram na
atividade antimicrobiana principalmente contra S. aureus, E. coli e C. albicans,
destacando-se o extrato de propolis vermelha, tipo 13, para atividades
antimicrobianas, antiparasitarias e antioxidantes.

Simobes et al. 2008 avaliaram in vitro e ex vivo a acao de diferentes
concentragdes de extratos de prdpolis e comparou com antissépticos bucais
utilizando a saliva de individuos. Os extratos nas concentracdes de 11%, 20%
e 30% de proépolis comercializadas na Bahia foram comparados ao Periogard,
Listerine, Malvatricin e Parodontax. Nesse estudo, as solugdes preparadas com
prépolis tiveram a mesma agédo antimicrobiana independente da concentracéo
e apresentaram a mesma acao farmacoldgica dos antissépticos comerciais.

Stepanovic et al., 2003 avaliaram a atividade antimicrobiana de 13
extratos com 20% de propolis da Sérvia contra quase 40 microorganismos,
utilizando o método de difusdo de agar. Os resultados demonstraram que 0s



extratos foram eficazes especialmente para bactérias gram — positivas. Foi
observada também a atividade sinérgica dos extratos com antibidticos,
atividade que foi comprovada sugerindo que o potencial antimicrobiano da
prépolis pode ser explorado isolado ou combinado a outros antimicrobianos.

Vargas et al.,, 2004 avaliaram a agédo antibacteriana do extrato de
prépolis a 50% coletada no Rio Grande do Sul-Brasil, atraves da inoculacéao de
placas de agar BHI. Para isso foram utilizadas espécies gram - positivas como
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Nocardia asteroides e Rhodococcus
equi, e gram — negativas, como Escherichia coli, Salmonella sp., Proteus
mirabilis e Pseudomonas aeruginosa. O crescimento foi inibido em 67,7% das
bactérias estudadas, onde 92,6% dos isolados gram — positivos e 42,5% dos
gram — negativos foram sensiveis ao extrato de propolis 50%.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que todos os grupos observados tiveram atividade
antimicrobiana contra S.mutans. Nao houve diferenca entre o extrato de
prépolis, o dentifricio incorporado com o extrato. No entanto houve diferenga no
grupo de dentifricio comum.

Verificou — se que a prépolis mostrou — se atividade antimicrobiana
bastante significativa sobre o S. Mutans até uma concentracdo acima do que

foi apresentado pela atividade antimicrobiana do dentifricio comum.
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