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Resumo

Carie dentaria é uma doenca multifatorial que tem o
hospedeiro, bactérias e dieta como fatores primarios.
Estreptococos do grupo mutans sao considerados seu
principal agente etioldégico em superficies lisas dos den-
tes. Propolis € uma substancia resinosa de diversas ori-
gens florais coletadas por abelhas a partir de brotos,
botoes florais e exsudatos resinosos que apresenta efei-
tos antivirético, antimicrobiano, anticancerigeno,
antifungico, anestésico e anticariogénico. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de
solucoes aquosas e hidroalcodlicas de propolis da re-
giao do Vale do Paraiba sobre cepas de Streptococcus
mutans. Vinte e uma cepas de S. mutans foram subme-
tidas a acao da propolis aquosa e hidroalcoolica em di-
versas concentracoes (0,25; 0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 2,5, 5,
10, 20 e 30%) pelo método de diluicio em agar Miiller-
Hinton e a concentracdo inibitoria minima foi determi-
nada. Embora a prépolis aquosa tenha inibido todas as
cepas de S. mutans até a concentracdao de 20%, a
prépolis hidroalcoolica foi significativamente mais efi-
caz em baixas concentracoes.

PALAVRAS—CHAVE

Concentracdo inibitdria minima. Prépolis aquosa. Propolis
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INTRODUCAO

Prépolis é uma substancia de composicao comple-
xa formada por material resinoso, gomoso ou balsamico,
coletado pelas abelhas em resinas e brotos de arvores
ou em outras partes do tecido vegetal, modificada na
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colméia por adicao de secrecOes salivares e cera
(GHISALBERTI, 1979; NIKOLAEV, 1978) onde é emprega-
da pelas abelhas no reparo de frestas ou danos a col-
meéia, no preparo de locais assépticos para a postura da
rainha e na mumificacdo de animais invasores da col-
méia (BRUMFITT; HAMILTON-MILLER; FRANKLIN, 1990;
GOJMERAC, 1980).

Durante a coleta da proépolis, as abelhas misturam a
cera e a propolis coletada juntamente com a enzima
13-glicosidase presente na sua saliva, acarretando a
hidrolise dos flavonoides glicosilados em flavondides
agliconas. As agliconas sao moléculas de acucar solu-
veis em agua, portanto, a partir de extratos aquosos o
referido composto podera ser extraido (BONHEVI; COLE;
JORDA,1994).

Carie dentaria ¢ uma doenca infecciosa e
transmissivel dos tecidos calcificados dos dentes, resul-
tando em perda localizada dos tecidos duros. E uma
doenca multifatorial que depende da interacdo de trés
fatores primarios: hospedeiro, representado pelos den-
tes e saliva, microbiota e dieta consumida. Streptococcus
mutans é o microrganismo mais freglientemente rela-
cionado ao processo cariogénico. Como caracteristica
biol6gica principal, pode-se citar que ele é altamente
acidogénico, alcancando pH final 3,4 em um periodo
de 18 a 24 horas de crescimento em meio de cultura.
Este microrganismo tem habilidade em permanecer vi-
avel em pH baixo por longo periodo de tempo (JORGE,
1998).

Estudos da atuacdo do extrato etanolico de propolis
(EEP) de varias regioes do Brasil na inibicao da atividade
da enzima glicosil-transferase (GTF) e crescimento do S.
mutans constataram que o extrato de maior destaque
foi a propolis do Rio Grande do Sul, que demonstrou
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grande inibicdo da enzima e crescimento da bactéria.
Foi encontrada nessa prépolis alta concentracao de
pinocembina e galangina (PARK et al., 1998a).

Koo et al. (1999 a, c) avaliaram o potencial anticarie
e antibiofilme dentario da prépolis em ratos dessalivados,
utilizando dois tipos de extratos etanélicos de prépolis
(EEP), um do Rio Grande do Sul (RS) e um de Minas
Gerais (MG). Os autores concluiram que apenas os ani-
mais tratados com EEP do RS demonstraram reducdo da
carie de superficie lisa e de sulco, bem como menor
severidade da carie de superficie lisa. Assim, o uso da
propolis para a prevencao da carie dentaria é bastante
promissor, porém seu efeito depende da regiao de co-
leta da propolis, uma vez que seus compostos ativos
como flavonéides e outros compostos fenoélicos, variam
em termos quantitativos e qualitativos.

Sforcin et al. (2000) estudaram o efeito das estacoes
do ano na atividade antibacteriana da propolis brasileira,
nao encontrando diferenca significativa no efeito das
estacoes. Os autores obtiveram eficiente acao
antimicrobiana, principalmente sobre bactérias Gram-
positivas.

Koo et al. (2000b) mostraram que a variedade da
prépolis do nordeste (Bahia) tem efeito excepcional, in
vitro, sobre S. mutans; ponderando que os efeitos biolo-
gicos da prépolis provavelmente ndao sejam apenas 0s
flavonéides e acidos derivados.

Suzuki (2000) demonstrou que a propolis bruta con-
tinha substancias sollveis em agua e que essas substan-
cias também apresentavam efeitos medicinais ja reco-
nhecidos em componentes oleosos da propolis. Pelo
método de extracdo na agua, a propolis brasileira pro-
duz quase o dobro de extrato em comparacdao com
propolis estrangeiras. Ao lado dessas propriedades, a
propolis em solucdao aquosa apresenta a vantagem de
ser mais segura e facil de ser absorvida pelo corpo hu-
mano. Além de nao apresentar odor forte, a resina nao
forma camada, nem fica impregnada no copo quando
se toma propolis com a agua, facilitando muito sua
ingestao.

Koo et al. (2002c) encontraram componentes na
prépolis que inibem a atividade da glicosiltransferase e
0 crescimento bacteriano. A apigenina é o novo e po-
tente inibidor da atividade da glicosiltransferase e o TT-
fornesol foi descoberto como efetivo agente
antibacteriano.

De acordo com Koo et al. (2002a) a incidéncia de
carie em superficie lisa foi reduzida significativamente
pela apigenina com o TT-fornesol (60%), com o fluoreto
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(70%) e com a clorexidina (72%) quando comparados
ao grupo controle.

Koo et al. (2002b) estudaram o efeito do bochecho
com solucao de propolis por trés dias sobre biofilme
dentario acumulado e formacao de polissacarideos. Como
resultado do bochecho, a prépolis do Rio Grande do Sul
foi a mais eficiente, reduzindo a formacdo de biofilme
dentario supragengival e formacdo de polissacarideos
insoluveis abaixo das condicoes de acumulacdo de gran-
des biofilmes dentarios. O bochecho experimental re-
duziu a concentracdao do biofilme dentario em 61,7%
comparado ao placebo.

A exposicao constante da mucosa bucal ao alcool
etilico pode predispor ao desenvolvimento de tumores
malignos na cavidade bucal, lingua e labios (SOFFRITTI
et al., 2002). Reis et al. (2002) observam um aumento
na freqiiéncia de micronucleos (porcoes de cromatina
gque permanecem proximas ao nucleo, resultantes de
mitoses aberrantes apos a acdo de agentes genotdxicos)
em células esfoliadas da lingua de individuos expostos
ao etanol.

De acordo com Khayval et al. (2003), o exirato de
prépolis aquoso obteve um sugestivo efeito potencial
na terapia de pacientes asmaticos.

Diante do exposto, verificar a sensibilidade in vitro
de cepas de Streptococcus mutans a solucées aquosas
em comparacdo as hidroalcoolicas da prépolis da re-
giao do Vale do Paraiba amplia o conhecimento e pode
gerar alternativas no controle deste microrganismo.

MaTerIAL E METODOS

Para a verificacdo da atividade antimicrobiana das
solucoes aquosas e hidroalcodlicas da propolis, foram
utilizadas 21 cepas de Sireptococcus mutans, sendo 20
cepas pertencentes a bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia da Universidade de Taubaté e uma cepa
padrdo (ATCC 35688).

Preparo das solucdées aquosas e hidroalcoodlicas da
propolis

Partindo da mistura de prépolis bruta produzida nos
municipios do Vale do Paraiba, foram elaboradas as so-
lucoes de propolis aquosa (300g de prépolis bruta para
1 Lde agua destilada) e hidroalcoolica (600g de préopolis
bruta para 1 L de alcool de cereais) conforme
metodologia preconizada em manipulacao farmacologica
para prépolis (PARK et al., 1998). A partir da solucdo
mae, de ambos os produtos foram tomados diversos
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volumes para produzir concentracoes das solucoes em
0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 2,5, 5, 10, 20 e 30%. Estas
misturas foram autoclavadas a 121°C por 10 minutos
conforme sugerido por Vizaco; Barreto e Fortes (2001).

Procedimentos

Cada cepa de S. mutans foi reativada em caldo infu-
sao de cérebro e coracdao (BHI - DIFCO, Detroit, EUA) e
incubada por 24h a 37°C em estufa com 5% de CO,.
Apés crescimento, foram semeadas em agar Mitis
Salivarius (DIFCO, Detroit, EUA) Bacitracina (0,2 UI)
Sacarose (150mg/mL) e incubadas por 24 h a 37°C em
estufa com 5% de Co,. Ap6s o crescimento, cada cepa
de S. mutans foi suspendida em 10 ml de solucao fisio-
l6gica (NaCl 0,9%) esterilizada até atingir aproximada-
mente 3 x 10 células/mL (tubo n° 1 da escala de
McFarland). Cada suspensao foi semeada com auxilio
do replicador de Steers na superficie de placas conten-
do agar Miiller-Hinton (DIFCO, Detroit, EUA) adiciona-
do de solucdao aquosa ou hidroalcoodlica de prépolis a
0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 1,25, 2,5, 5, 10, 20 e 30%, respecti-
vamente (método de diluicio em agar) e incubadas a
37°C por 24h em estufa com 5% de CO,. A leitura foi
feita pela observacdo da presenca ou auséncia de cres-
cimento de colénias na superficie do agar. A total au-
séncia de crescimento correspondeu a concentracao
inibitéria minima (CIM) necessaria para impedir o cres-
cimento microbiano.

Para controle do experimento as suspensoes foram
semeadas em agar Miiller-Hinton sem adicao de prépolis
(controle positivo) e em agar Miiller-Hinton adicionado
de dlcool de cereais a 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 2,5, 5, 10,
20 e 30% (controle do veiculo de extracao sobre as
cepas de S. mutans).

Resuttapos e DiscussAo

Todas as cepas testadas (n=21), incluindo a cepa pa-
drao ATCC 35688 cresceram tanto no controle positivo
(meio sem adicao de prépolis) quanto nos meios adici-
onados de alcool, em todas as concentracoes.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) da solucdo
hidroalcoodlica de prépolis foi de 0,25% para 80,95%
das cepas (n=17) incluindo a cepa padrao ATCC 35688 e
0,5% para 19,05% (n=4) das cepas. Para a solucao aquo-
sa de propolis, a concentracao inibitoria minima para
66,66% (n=14) das cepas foi de 10%, incluindo a cepa
padrao, para 28,58% das cepas (n=6) 20% e para 4,76%
(n=1) a CIM foi de 5% (Figura 1).
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A acao da solucdo hidroalcodlica de propolis sobre S.
mutansfoi significativamente superior a solucdao aquosa
com p < 0,01 (Tabela 1).

A composicdo quimica da propolis varia de regido
para regido, variando a proporcdo e tipos de substancias
nela encontrados. Pelo menos duzentos compostos ja
foram identificados em diferentes amostras de prépolis
(MARCUCCI et al., 2000). Esta riqueza quimica tem atra-
ido a atencao dos pesquisadores.

De acordo com Koo et al. (1999 b, ¢, 2002b), o
efeito anticarie da propolis depende da regiao da coleta
uma vez que 0s compostos ativos sao bastante variaveis
em termos quantitativos e qualitativos. O presente ftra-
balho procurou verificar a acao in vitro da propolis da
regiao do Vale do Paraiba sobre cepas de Streptococcus
muians.

Suzuki (2000) demonstrou que a propolis bruta tem
substancias sollveis em agua com efeitos medicinais.
No presente trabalho, verificou-se que todas as cepas
de S. mutans foram inibidas até a concentracao de 0,5%
de solucdo hidroalcoodlica de propolis e para a solucdo
aquosa de propolis a inibicdo total das cepas foi alcancada
na concentracao de 20%. Este fato pode estar relaciona-
do a diferentes substancias extraidas da proépolis por di-
ferentes solventes (alcool ou agua), ou mesmo a por-
centagem da substancia antibacteriana extraida.

Alguns compostos extraidos da propolis, responsa-
veis pela sua atividade antimicrobiana, ja foram identifi-
cados, entre eles podemos citar a galangina,
pinocenbrina, benzil-r-cumarato, entre outros (ABREU et
al., 1998; ALENCAR et al., 1999; BORRELLI et al., 2002;
IKEGAKI, 2001; KOO et al.,, 2000 a, b e ¢c; KOO et al.,
2002 a e ¢c; PARK et al. 1998a e b).

No presente trabalho 81% das cepas de S. mutans
testadas foram inibidas pela solucdo alcodlica de prépolis
a 0,25%. A concentracdo inibitéria minima (CIM) para
solucoes alcoolica de prépolis obtidas de amostras do
Rio Grande do Sul (RS) e Parana (PR) sobre S .mutans
variou de 50 a 100 i g/ml, enquanto para amostras de
Sao Paulo (SP) e Rio de Janeiro (R]) variam entre 200 a
400 i g/ml (KOO et al.,1999b; PARK et al. 1998 a e b).
No trabalho de Ikegaki (2001), a prépolis da Bahia (BA)
apresentou a maior atividade antimicrobiana (zona de
inibicao 9,0 mm), seguida da propolis do PR (zona de
inibicao 0,8 mm); as demais amostras apresentaram ini-
bicdo minima ou ndo apresentaram atividade contra S.
muians.

Ikegaki (2001) constatou que numa mesma regido
foram encontradas propolis com constituicoes quimicas
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diferentes devido a diferenca genética entre as abe-
Ihas.

Koo et al. (2002b) demonstraram efeito positivo
na utilizacao de bochecho com prépolis alcoodlica por
trés dias, chegando a reduzir o biofilme dentario em
61,7%.

No presente trabalho a concentracao de propolis
hidroalcodlica necessaria para inibir todas as cepas de
S. mutans foi significativamente menor do que a de
prépolis aquosa, resultado semelhante ao encontrado
por Nostro et al. (2005), em que as concentracoes de
extrato alcoolico de prépolis necessarias para inibir
Helicobater pylori foram 2 a 4 vezes mais baixas do

25—

que com o exirato aquoso. Entretanto, de acordo com
Soffritti et al. (2002), a exposicdo constante da mucosa
bucal ao alcool etilico poderia facilitar a formacdo de
tumores malignos na cavidade bucal, lingua e labios.

O interesse do presente trabalho pela acdo da
propolis de extracdo aquosa sobre S. mutans encontra-
se na possibilidade de obtencao de uma substancia li-
vre de alcool que possa ser utilizada constantemente
no controle do biofilme dentdrio. Por outro lado, mui-
tos estudos sdao ainda necessarios para a determinacdo
dos componentes extraidos da propolis pela agua, bem
como seus efeitos sobre os microrganismos da cavida-
de bucal.

207/

O Hidroalcodlica

B Aquosa

10+

Numero de cepas

0.25% 0.50% 0.75% 1% 1.25%

2,5% 5% 10% 20% 30%

Figura 1- CIMs obtidas com solucoes hidroalcodlicas e aquosas de propolis para S. mutans

Tabela 1 - Numero de cepas de S. mutans inibidas nas vdrias concentracoes de propolis hidroalcodlica e aquosa.

Concentracées em porcentagem

Solucoes de prépolis 0.25 0.5 0.75
Hidroalcoolica 17 21 21
Aquosa 0 0 0

1.0 1.25

2.5 5.0 10 20 30
21 21 21 21 21 21

0 0 1 15 21 21

Teste de Kolmogorov-Smirnov (gl = 2, p < 0,01).
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CoNcLUusAO

A partir dos resultados do presente trabalho, pode-
mos concluir que:

a) Na concentracdo de 20%, a propolis aquosa ini-
biu todas as cepas de Sireptococcus mutans testadas;

b) Na concentracao de 0,5%, a prépolis
hidroalcodlica inibiu todas as cepas de S. mutanstesta-
das;

c) A propolis hidroalcodlica foi significativamente
mais eficaz (p < 0,01) do que a prépolis aquosa.

ABSTRACT

Dental caries is a muliifactorial disease which has the
host, the bacteria and the diet as its primary factors.
Streptococcus mutans is considered the main etiological
agent on dental surfaces. Propolis is a resinous substance
of various floral origin collected from sprouts, flower
buds and resinous extracts which shows antivirus,
antimicrobial, anti-cancerous, antifungal, anesthetic and
anti-decay effects. The objective of this paper was to
evaluate the antimicrobial activity of aqueous and
hydroalcoholic solutions of the propolis from Vale do
Paraiba (Sao Paulo, Brazil) on strains of S. mutans. Twenty
one strains of S. mutans were submitted to the aqueous
and hydroalcoholic propolis in several concentrations
(0.25; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25; 2.5; 5.0; 10.0; 20.0 and 30.0%)
through the method of dilution in Miiller - Hinton agar
and its minimal inhibitory concentration was determined.
Even though the aqueous propolis had inhibited all the
S. mutans strains up to the concentration of 20%, the
hydroalcoholic propolis was significantly more effective
in low concentrations.

KEev-woRDS

Aqueous propolis. Hydroalcoholic propolis. Minimal
inhibitory concentration. Sireptococcus mutans.
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