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Resumo: O conhecimento da constitui¢cdo da microbiota bucal é imprescindivel para compreender

0s mecanismos que levam ao desenvolvimento da carie e das doencas periodontais. A propolis,

portanto, se destaca como fitoterapico, e por meio das técnicas de analise de sensibilidade e dilui¢do

seriada, este estudo avaliou e confirmou a acdo antimicrobiana de dois extratos de propolis
produzidos no norte do Espirito Santo sobre a microbiota oral de humanos.
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Abstract: Knowledge of the constitution of the oral microbiota is essential to understand the
mechanisms that lead to the development of caries and periodontal diseases. Propolis, therefore,
stands out as a herbal medicine, and through sensitivity analysis and serial dilution techniques, this
study evaluated and evidenced the antimicrobial action of two propolis extracts produced in the
north of Espirito Santo on the oral microbiota of humans.
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Resumen: El conocimiento de la constitucion del microbiota oral es fundamental para comprender
los mecanismos que conducen al desarrollo de caries y enfermedades periodontales. El propdleo,
por lo tanto, se destaca como un medicamento a base de hierbas, y a través de técnicas de analisis
de sensibilidad y dilucion en serie, este estudio evalud y evidencio la accion antimicrobiana de dos
extractos de propéleo producidos en el norte de Espirito Santo sobre el microbiota oral de humanos.
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1. INTRODUCAO

A constituicdo da microbiota bucal é um dos fatores mais estudados no intuito de
compreender melhor os mecanismos que levam ao desenvolvimento da carie dentaria e das doencas
periodontais (GONDIM, 2011). Entretanto, no que se refere ao tratamento das doencas
relacionadas a microbiota bucal, a antibioticoterapia tem se tornado um problema atual em vista da
crescente resisténcia bacteriana (BREIJYEH et al., 2020). Nesse contexto, existe um grande
interesse pela acdo farmacologica de produtos naturais, dentre os quais tem se destacado a propolis,
uma substancia produzida pelas abelhas. A propolis € um poderoso agente antimicrobiano e anti-
inflamatorio, que apresenta também atividade antiviral in vitro, acdo anti ulcera (auxilio na
cicatrizacdo), antioxidante, anti-cancerigena, imunoestimuladora, hipotensiva e citostatica
(PACKER, 2007). Nesse contexto, nos Ultimos anos, tém se destacado no cenério cientifico, a
busca por solucdes que envolvam o uso de novas alternativas, por meio da utilizacdo de produtos
naturais com as mesmas propriedades antimicrobianas e principios ativos biocompativeis com o
organismo humano.

Atualmente, existem alguns estudos sobre o potencial uso do extrato de propolis. De
acordo com Burdock (1998), a propolis é definida como uma resina de coloracao e consisténcia
variada, coletada, por abelhas de diversas espécies, de algumas partes de plantas como brotos,
botbes florais e exsudatos resinosos, enriquecida com secrecOes salivares desses insetos. Essa
resina possui importante papel na satde da populagdo no mercado brasileiro, especialmente devido
as suas importantes atividades biol6gicas antimicrobianas, antiflngicas, anti-inflamatdrias,
cicatrizantes e imunomoduladoras. Estudos atuais tém avaliado sua potencial atividade
antimicrobiana sobre o crescimento da microbiota bucal.

No Brasil a prdpolis é dividida em doze tipos diferentes e esta divisao € feita levando-se
em consideracdo a sua composi¢do quimica. Dentre os diferentes tipos de propolis brasileira, cinco
se destacam, entre elas estdo a propolis verde, a vermelha, a marrom, a preta e a amarela (PINTO,
2011). Além disso, de acordo com a Associacdo Paulista de Apicultores Criadores de Abelhas
Melificas Europeias (APACAME), o Brasil € o0 segundo maior produtor mundial de prépolis e este
produto apresenta grande potencial econdmico para o pais. Portanto, sua extragdo cumpre ainda o
papel de atividade de inclusdo produtiva, gerando emprego e renda em pequenas comunidades
rurais.

Nesse contexto, a apicultura tem ganhado forca no estado brasileiro do Espirito Santo e é
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considerada uma excelente fonte de renda para os produtores rurais de S&o Mateus, Norte do
Estado, segundo o Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper).
O potencial uso do extrato de propolis, fitoterapico de baixa toxicidade, como um método
alternativo de controle da populagdo microbiana da cavidade oral, se destaca como uma area para
estudos e pesquisa em potencial.

Sob essa perspectiva, 0 presente trabalho teve como propdsito executar uma estratégia
inovadora para o estudo do uso da acdo antimicrobiana do extrato de propolis na cavidade oral, a
partir de duas diferentes categorias de extratos de propolis produzidos no Espirito Santo, sobre os
micro-organismos presentes na saliva total de humanos. Ademais, a relevancia pratica e intelectual
da futura pesquisa estara em torno de se desenvolver uma possivel futura aplicacdo de métodos de
controle da carie e de doencas periodontais baseados no uso fitoterapico e antimicrobiano do

extrato de propolis.

2. REVISAO DA LITERATURA

Ao longo da histdria, 0 homem aperfeicoou seu conhecimento sobre a utilizacdo dos
produtos naturais na medicina, e o interesse do homem pela acdo benéfica que pode decorrer do
uso destes produtos tem crescido e encontrado significativa aceitacdo popular. Dentre eles, a
propolis tem se destacado e ha séculos vem sendo utilizada pela medicina popular (Gregio et al.,
2005; Ahuja et al., 2011).

A propolis € uma mistura complexa de substancias resinosas, gomas e balsamicas, de
consisténcia, textura e coloracdo variada. Pereira (2002) afirma que as propriedades da prépolis
estdo diretamente relacionadas a sua composicao quimica, tendo em vista que a sua composi¢ao
varia de acordo com fatores diversos e associados diretamente como a vegetacao da regido, a época
da coleta e a técnica empregada, bem como em funcdo da espécie da abelha e do grau de
africanizacdo da Apis mellifera no Brasil. O Brasil é considerado um dos paises com maior
biodiversidade do mundo, tendo em seu territorio diferentes biomas. Consequentemente, existe
uma grande diversidade de propolis brasileiras, as quais tem se tornado objeto de grande interesse
por parte dos cientistas (Trusheva et al., 2006).

O potencial de atividade antimicrobiana da propolis desperta grande interesse pelo uso na
Odontologia, e existem pesquisas que abrangem diversas areas como Cariologia, Estomatologia,
Endodontia, Dentistica, Periodontia e Cirurgia, de modo que agrega enorme valor quanto a
avaliacdo da aplicabilidade deste produto no tratamento e prevencao de problemas bucais (Da Silva
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et al., 2006).

Um estudo feito em 1991 pelos pesquisadores japoneses lkeno e Miyazawa, em ratos,
observou o efeito da prépolis sobre a carie dentaria e demonstrou a eficacia da propolis na inibicéo
do crescimento da microbiota cariogénica, especificamente os Streptococcus do grupo mutans, 0s
quais sdo micro-organismos considerados como 0s agentes etiologicos primarios da cérie dentéria
(VAN HOUTE, 1994). Estes sdo uma espécie de bactérias Gram-positivas com morfologia de coco
e sao altamente cariogénicas devido as suas caracteristicas como anaerdbios facultativos,
acidogénicos (producao de &cido latico), aciduricos (sobrevivem em pH acido), e tem também,
juntamente com Streptococcus sobrinus e outros membros de Streptococcus bucais do grupo
mutans, a capacidade de produzir enzimas que reagem quimicamente com a sacarose da dieta em
glicose e frutose, para formar glicanos insoluveis, responsaveis por conferir aos micro-organismos
a capacidade de aderir as superficies lisas dos dentes e formar a matriz do biofilme dentario. A
aderéncia especifica de S. mutans e de outros micro-organismos aos glicanos aderentes e insoluveis
e a subsequente formacéo de &cidos, promovem a desmineralizacdo do esmalte dentério e o inicio
das lesbes de carie (LOECHE, 1986).

Fica evidente, portanto, que a propolis traz consigo boas perspectivas na atuacdo
anticariogénica, uma vez que possui atividade antibacteriana principalmente contra bactérias
Gram-positivas, como o Streptococcus do grupo mutans (Marcucci et al., 2001). Assim, devido a
sua atividade antimicrobiana, a propolis tem acdo preventiva contra a formacao do biofilme dental

e consequentemente a prevencdo da carie (KOO et al., 2006).
3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecéo de voluntarios doadores de saliva

Para a realizacdo desta pesquisa de natureza experimental e laboratorial, aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro Universitario Vale do Cricaré (UNIVC), foram
selecionados 5 doadores voluntarios de saliva que atenderam as exigéncias relativas as condi¢des
satisfatorias de saude bucal, mas principalmente auséncia de lesdes de cérie e de periodontopatias.

Antes de serem iniciados 0s procedimentos experimentais, 0 projeto passou por avaliagcao
pelo Comité de Etica em Pesquisa do UNIVC e obteve aprovacio sob o nimero CAAE 67848422,
1.0000.8207.

A escolha de doadores recaiu sobre universitarios do Curso de Graduagdo em Odontologia
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do Centro Universitario Vale do Cricaré (UNIVC), visando assegurar o grau de cooperagao
necessario a realizacdo das experimentacdes deste trabalho, com horério e localizagdo favoraveis.
Portanto, foram escolhidos 5 doadores, 3 homens e 2 mulheres (dentre elas uma gravida).

Uma vez selecionados, os voluntarios foram devidamente informados sobre os objetivos
e a metodologia tracados para a realizacdo do presente trabalho e, apds firmarem o Termo de
Consentimento Livre Esclarecido, foram direcionados a ambientes privados para coleta inicial de

aproximadamente 2,5 mL de saliva em recipientes esterilizados.

3.2 Caracterizacao da atividade antimicrobiana dos extratos de propolis

Inicialmente os extratos de prépolis foram avaliados em meio de cultura para verificar
alguma evidéncia de contaminacéo. Para isso, uma amostra de cada um dos extratos foi plagueada
em Agar Nutriente e as Placas de Petri foram incubadas a 37° por 3 dias para verificacdo da
presenca/auséncia de micro-organismos.

Apbs o recolhimento da saliva de dois doadores, de 200 pL foram plaqueados em Agar
Nutriente. As placas foram dispostas na incubadora a uma temperatura de cerca de 37°C por 3 dias.

Seguiu-se com a coleta de duas colbnias de bactérias em cada plaqueamento, para que
pudesse ser feita a técnica de esgotamento e a suas respectivas estriacdes, a fim de se obter coldnias
isoladas. A técnica de esgotamento foi repetida até que as culturas estivessem puras.

Apos obtidas as culturas isoladas, estas foram inoculadas em meio de cultura liquido e
ficaram incubadas a 37°C por 3 dias para crescimento das coldnias. Finalizado o periodo de
incubacdo, plaqueou-se 100 pL da solucdo do meio de cultura liquido nas placas de Petri para
realizar a analise de sensibilidade utilizando 5 discos contendo os respectivos componentes: (1) 7
uL de &gua estéril, (2) 7 uL de extrato de prépolis verde, (3) 7 uL de extrato de propolis vermelha,
(4) Amoxicilina + Clavulanato e (5) Azitromicina. No quadro 1 s&o apresentadas as caracteristicas

das substancias utilizadas no teste.

Tabela 1 - Extrato de prépolis e antibi6ticos.

Substancia Concentracédo Substancia Concentracao
Extrato de propolis Verde 11% Amoxicilina + Clavulanato 30 mcg
Extrato de propolis Vermelha 30% Azitromicina 15 mcg
Amoxicilina 10 mcg Bacitracina 10 mcg

Foi utilizado como controle positivo discos de Amoxicilina, Amoxicilina + Clavulanato,

Azitromicina, Bacitracina. Como controle negativo foi utilizada a dgua destilada previamente
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autoclavada. Sendo assim, a avaliagdo da capacidade inibitdria dos extratos foi realizada pelo
método de anélise de halos de inibigdo. Além do teste de sensibilidade, foi realizada a coloragdo
diferencial de GRAM com as culturas isoladas.

Ap0s os resultados da parte anterior, novamente os extratos de prépolis foram avaliados
em meio de cultura para verificar alguma evidéncia de contaminagdo. Em seguida, foi realizada a
coleta de saliva de mais 3 doadores, e repetindo-se 0os métodos experimentais descritos acima,
foram selecionadas 5 coldnias de bactérias para isolamento. Todavia, de forma diferente no teste
de analise de sensibilidade utilizou-se em uma das col6nias novamente: agua estéril, extrato de
propolis verde, extrato de propolis vermelho, azitromicina, amoxicilina + clavulanato, enquanto
em outras duas: agua estéril, extrato de propolis verde, extrato de prépolis vermelho, amoxicilina
e amoxicilina + clavulanato, e nas ultimas duas: agua estéril, extrato de prépolis verde, extrato de

prépolis vermelho, amoxicilina e bacitracina.

3.3 Andlise de medida de densidade populacional

Além da anélise de sensibilidade dos extratos de propolis em comparacdo com antibidticos
sob culturas puras de bactérias isoladas, realizou-se a analise da medida da densidade populacional
através da contagem de colonias em placa pelo método de dilui¢Bes seriadas ou “spread plate”.
Através da saliva coletada de um doador voluntario, preparou-se 3 dilui¢des decimais seriadas, as
quais foram advindas das seguintes amostras: (1) 100 pL de saliva + 50 pL de &gua, (2) 100 pl de
saliva + 50 pL de prépolis verde e (3) 100 pL de saliva + 50 pL de prépolis vermelho, transferido
assepticamente 100 pL de cada amostra para tubos contendo 900 pL de agua estéril, passando por
5 tubos para fazer a diluicdo de 10~ *até 10~>. 100 L de cada uma das dilui¢des foram plaqueados
em Agar Nutriente e incubados a 37°C por 3 dias. Apds o crescimento, contou-se 0 niimero de
coldnias por placa, sendo possivel avaliar a densidade populacional na amostra por meio do célculo
de unidades formadoras de col6nia (UFC) por mL.:

UFC/mL = (Média do N° de coldnias por placa x Fator de dilui¢do) / Volume da aliquota

4. RESULTADOS
Os extratos de propolis foram avaliados em meio de cultura para verificar alguma
evidéncia de contaminacdo. Sendo assim, apos 3 dias de incubagdo ndo foi observado crescimento

de micro-organismos de nenhum tipo, mostrando entdo estar livre de qualquer contaminante.

Figura 1 - Andlise de contaminagdo dos extratos de propolis.
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Foi realizada a andlise de sensibilidade de duas coldnias de bactérias denominadas bactéria
A e bactéria B. Neste procedimento as bactérias foram isoladas e suas respectivas analises de
sensibilidade foram avaliadas atraves da medida dos halos de inibicdo. O teste foi realizado em
duplicatas, de modo a estabelecer com mais precisao a correta relacdo entre o efeito inibitério das
substancias utilizadas e seu respectivo halo de inibi¢do. Como os plaqueamentos das bactérias
foram feitos em duplicatas e os halos apresentaram seus respectivos tamanhos, foi realizada uma

média entre os tamanhos dos halos e computados em um grafico (Grafico 1).

Figura 2 - Halos de inibicdo da bactéria A e sua du
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plicata respectivamente.

Seus referentes tamanhos também foram avaliados e catalogados em tabelas de forma a

facilitar sua compreenséo e visualizagao.

Tabela 2 - Representacdo do tamanho dos halos de inibi¢do da bactéria A.

Substéncia Tamanho (mm) Substancia Tamanho (mm)
Agua Controle Negativo Amoxicilina + Clavulanato 22
Propolis Verde 09 Azitromicina 23
Propolis Vermelha 10

Tabela 3 - Representacdo do tamanho dos halos de inibicdo da duplicata A.

Substancia Tamanho (mm) Substancia Tamanho (mm)
Agua Controle Negativo Amoxicilina + Clavulanato 22
Propolis Verde 10 Azitromicina 21
Propolis Vermelha 14

Gréfico 1 - Representacdo do tamanho médio dos halos de inibicdo da bactéria A
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Agora apresentam-se 0s respectivos dados e resultados referentes a bactéria B em
imagens, tabelas e graficos.

Figura 3 - Halos de inibicdo da bactéria B e sua duplicata respectivamente

Tabela 4 - Representacdo do tamanho dos halos de inibi¢do da bactéria B.

Substéncia Tamanho Substancia Tamanho
Agua Controle Negativo Amoxicilina + Clavulanato 36
Propolis Verde 08 Azitromicina 23
Propolis Vermelha 12

Tabela 5 - Representacdo do tamanho dos halos de inibicdo da duplicata B.

Substancia Tamanho Substancia Tamanho
Agua Controle Negativo Amoxicilina + Clavulanato 34
Propolis Verde 12 Azitromicina 19
Propolis Vermelha 16

Gréfico 2 - Representacdo do tamanho médio dos halos de inibicdo da bactéria B.
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Para facilitar a analise comparativa entre o poder de inibicdo dos extratos de propolis
utilizados nos experimentos, com os antibi6ticos utilizados como controle positivo, e que ja
possuem atividade antimicrobiana constatada, foi feita a tabela abaixo, que apresenta as

porcentagens relativas da capacidade de inibicdo dos extratos em relacdo aos antibidticos ja
conhecidos.

Tabela 6 - Representacdo do poder de inibi¢do da bactéria A.

Substancia Azitromicina Amoxicilina + clavulanato
Propolis vermelha 54% 54%
Propolis Verde 43% 43%

Dessa forma, com relacdo ao extrato de propolis verde usado na bactéria A, foi constatada
uma capacidade de inibicdo de 43% em relagdo a azitromicina e a amoxicilina + clavulanato. J& o

extrato de propolis vermelho apresentou 54% dessa capacidade, mostrando aqui ser mais eficaz.

Tabela 7 - Representacdo do poder de inibi¢do da bactéria B.

Substancia Azitromicina Amoxicilina + clavulanato
Propolis vermelha 47% 28%
Propolis Verde 67% 40%

Ja com relagéo a bactéria B, o extrato de propolis verde apresentou 28% da capacidade da
amoxicilina + clavulanato e 47% da azitromicina, e o extrato de prépolis vermelho mostrou 40% e
60% da capacidade da amoxicilina + clavulanato e da azitromicina, respectivamente.

Por fim, nessa parte do experimento foi feita a coloragdo de Gram, procedimento crucial
na microbiologia que permite a identificagdo e diferenciagdo entre as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, auxiliando no diagndstico, escolha de tratamento adequado, monitoramento de

epidemias e resisténcia bacteriana. A bactéria A se mostrou como Gram positiva e a bactéria B
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como Gram negativa.

A segunda parte dos experimentos, realizada a fim de se aumentar o campo amostral e

suas devidas observacfes do processo inibitério dos extratos de propolis. Nessa segunda etapa

foram feitas as analises de sensibilidade de mais 5 col6nias de bactérias que foram isoladas em

meio de cultura. Da mesma forma como na etapa anterior, destacam-se as fotos, tabelas e gréaficos

referentes a cada colonia de bactéria.

Figura 4 - Halos de inibicdo da bactéria C e tabela representativa.

Tabela 8 - Representacdo do tamanho dos halos de inibicdo da bactéria C.

Substéncia Tamanho (mm) Substancia Tamanho (mm)
1- Agua Controle Negativo 4- Azitromicina 40
2- Prépolis Verde 12 5- Amoxicilina + 22
3- Prépolis Vermelha 11 Clavulanato

Na analise de sensibilidade da bactéria C, o extrato de propolis Verde apresentou

capacidade inibitoria ligeiramente maior que o extrato de propolis vermelho, mostrando uma

capacidade inibitdria de 30% referente a azitromicina e 55% referente a amoxicilina + clavulanato.

Ja a prépolis vermelha apresentou cerca de 28% da capacidade da azitromicina e 50% da

capacidade da amoxicilina + clavulanato.

Figura 5 - Halos de inibicdo da bactéria D e tabela representativa.

Tabela 9 - Representacdo do tamanho dos halos de inibicdo da bactéria D.

Substéncia Tamanho (mm)

Substancia

Tamanho (mm)
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Imagem 6 - Halos de inibicdo da bactéria E e tabela representativa.

Tabela 10 - Representacdo do tamanho dos halos de inibicdo da bactéria E

Substancia Tamanho (mm) Substancia Tamanho (mm)
1- Agua Controle Negativo 4- Bacitracina 17
2- Prépolis Verde 11 5- Amoxicilina 26
3- Prépolis Vermelha 11

Figura 7 - Halos de inibicdo da bactéria F e tabela representativa.

Tabela 11 - Representacdo do tamanho dos halos de inibicdo da bactéria F.

Substéncia Tamanho (mm) Substancia Tamanho (mm)
1- Agua Controle Negativo |  4- Amoxicilina 34
2- Prépolis Verde 11 5- Amoxicilina + 40
3- Propolis Vermelha 10 Clavulanato

Figura 8 - Halos de inibicdo da bactéria G e tabela representativa.

Tabela 12 - Representacdo do tamanho dos halos de inibicdo da bactéria G.

Substancia

Tamanho

Substancia

Tamanho
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1- Agua Controle Negativo 4- Amoxicilina 16
2- Propolis Verde Sem agéo 5- Amoxicilina + 23
3- Prépolis Vermelha 09 Clavulanato

A tabela 13 apresenta os resultados da terceira etapa experimental, referente a analise da
medida da densidade populacional em amostras de cultura pura. Apos 3 dias incubadas a 37°C,
contou-se 0 numero de col6nias por placa e avaliou-se a densidade populacional na amostra por

meio do calculo de unidades formadoras de colénia (UFC/ mL):

Tabela 13 - Resultados da andlise da medida da densidade populacional.

N° de colbnias por placa Fator de dilui¢do UFC/mL

Agua 28 10* 2,8x10°
Propolis Verde 40 10t 6,0x102
Prépolis Vermelha 6 10t 4,0x103

Os resultados da terceira etapa sugerem, portanto, que o extrato de prdpolis verde teve
maior potencial inibitdrio sobre as coldnias de bactérias da saliva avaliada, uma vez que apresentou

a menor contagem de unidades formadoras de colénia por mL dentro do fator de diluicéo de 10

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados sugerem uma capacidade inibitoria dos extratos de propolis sobre micro-
organismos da cavidade oral.

Todavia, ndo é possivel dizer com total exatiddo qual das duas opcdes de extrato de
propolis apresenta 0 maior poder de inibicdo, uma vez que os dados sugerem capacidades
inibitérias maiores tanto para um quanto para outro, a depender do tipo de micro-organismo
especifico em que age.

Considerando que os micro-organismos utilizados nos experimentos laboratoriais foram
isolados da cavidade oral de doadores, destacando assim a especificidade dos testes frente a ao
campo odontologico, pode-se concluir que os extratos de propolis apresentam sim uma alternativa
potencial a ser usada e ministrada no ramo odontolégico, onde 0s meios convencionais apresentam-
se de alguma forma inaptos ou ineficazes.

O presente trabalho também sugere a possibilidade de continuacdo de mais testes a fim de
se obter mais conhecimento sobre tratamentos envolvendo extratos de prépolis a curto, médio e

longo prazo e também destacar em quais areas odontoldgicas este tipo de uso é mais adequado.
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