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Resumo

Apesar dos esforcos e do amplo entendimento sobre a carie dental, esta continua bastante prevalente em determinados segmentos da populag@o.
A doenga apresenta etiologia multifatorial, com a dieta e 0s micro-organismos envolvidos desenvolvendo papéis fundamentais. Os Streptococcus
mutans tém papel fundamental em seu inicio e é ubiquo em criancas a partir dos sete anos de idade. Para controlar essas bactérias ¢ preciso uma
dieta com baixo consumo de sacarose e de carboidratos fermentaveis, o que nem sempre se consegue. Sua remogao da superficie dentaria so6 ¢
possivel por meio da friccdo mecanica, mas pode-se prevenir sua presenga no biofilme dentario através da utilizagdo de antissépticos. O mais
utilizado na Odontologia ¢ a clorexidina, porém como nao ¢ isenta de efeitos adversos, atualmente, vém-se estudando produtos alternativos,
dentre os quais alguns agentes fitoterapicos. O objetivo deste trabalho foi analisar a atividade da propolis contra os S. mutans em relagdo a
clorexidina. Foi analisada propolis 70% diluida em alcool 96% e apos diluida em agua potavel Sml, propolis 50%, propolis 12% e clorexidina
0,12% (controle positivo), e solugao salina (controle negativo). O operador foi cego em relagdo as substancias que estava utilizando. Somente
a clorexidina 0.12% e a propolis 12% apresentaram halo de inibigdo claro. Neste estudo, a clorexidina apresentou melhor atividade contra os
S.mutans.
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Abstract

Despite the efforts and the broad understanding on dental caries, it is still quite prevalent in certain segments of the population. The disease
shows a multifactorial etiology, with diet and microorganisms involved developing fundamental roles. The Streptococcus mutans has key
role in its beginning and is ubiquitous in children as young as seven years of age. To control these bacteria a diet is necessary with low
consumption of sucrose and of fermentable carbohydrates, which is not always possible. The tooth surface removal is only possible through
mechanical friction, but it is possible to prevent the presence of dental biofilm through the use of antiseptics. The most widely used in dentistry
is chlorhexidine, however as it is not devoid of adverse effects, currently alternative products have been studying, among which some herbal
agents. The aim of this study was to analyze the activity of propolis against S. mutans compared to chlorhexidine. Propolis was analyzed diluted
in 70% ethanol 96% and further diluted in drinking water Sml, 50% propolis, propolis 12% and 0.12% chlorhexidine (positive control), and
saline (negative control). The operator was blinded for the substances he was using. Only 0.12% chlorhexidine and 12% propolis showed clear
inhibition halo. In this study the chlorhexidine presented better activity against S. mutans.
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1 Introducio esmalte dentério, e polissacarideos intracelulares, que sao
L. L., . . . . formados depois de esgotado o agucar exdgeno, formando
A cérie dentaria ¢ uma doenga multifatorial e infecciosa = .
. . acido lactico?.
e, embora venha apresentando reducdo em sua prevaléncia . . L,
Assim, o controle do biofilme dentario ¢ de grande

no Brasil, nos tltimos anos, ainda ¢ preocupante, ja que em . - ~ . .
’ ’ p pante, ja q importancia na prevengdo da carie. Com a finalidade de

adultos, o indice CPO em levantamento realizado em nivel
nacional, em 2010, foi de 27,5'. Embora muitos fatores
tenham influéncia na iniciagdo e progressdo da carie, a
interacdo do biofilme com a superficie dentaria ¢ fundamental,
pois as lesdes cariosas ocorrem em decorréncia da perda de
minerais®. Nesse aglomerado de bactérias, as primeiras cepas
encontradas sdo de Streptococcus mutans, que produzem
acido lactico, responsavel pela patogenicidade da doenga
e pela desmineralizagdo inicial do esmalte, polissacarideos

extracelulares, que favorecem a formacdo do biofilme, em
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remover esse biofilme, sdo utilizados métodos convencionais
como escovacdo e fio/fita dental e, atualmente, vém se
estudando produtos quimicos como substincias auxiliares®.
Dentre os agentes quimicos utilizados para o controle do
biofilme dentario, a clorexidina é considerada o padrao-ouro,
sendo eficaz e segura. Ela inibe absor¢do de sacarose pelos
S. mutans, porém possui efeitos adversos, quando utilizada
por tempo prolongado e em grandes concentragdes, como
hiperceratose, inflamagéo e ulceras’.

Novos estudos vém sendo realizados para desenvolver
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produtos, que apresentem agdes semelhantes as da clorexidina,
mas sem efeitos secundarios. Os produtos fitoterapicos vém
se destacando ha décadas por suas vantagens: poucos efeitos
adversos em comparag@o a produtos sintéticos, baixo custo e
facil acessibilidade®.

Entre os fitoterapicos estudados para esta finalidade
destaca-se a propolis, uma substancia produzida pelas abelhas
da espécie Apis mellifera, com a fungdo de proteger, vedando
a colmeia contra micro-organismos. A composi¢ao da propolis
varia de acordo com a biodiversidade da regido, sazonalidade
¢ periodo da coleta’. E usada na medicina ha milhares de
anos, pela presenga de propriedades bioldgicas e atividade
antimicrobiana®, antifingica’, atividades imunomoduladoras
e anti-inflamatoria'®, antioxidante!! e cicatrizante'>. Estudos
anteriores mostraram a efetividade de atividade antimicrobiana
desses produtos, e atribuiram esta propriedade a presenca de
flavonoides e compostos fendlicos” 2.

Gragas a essas propriedades, buscou-se estudar a ag@o da
propolis na inibigdo do crescimento de S. mutans.

2 Material e Métodos

Amostras de Streptococcus mutans (SM) (ATCC 25175)
foram ativadas em meio BHI e incubadas a 37 °C por 24
horas'*!6. Foram inoculados 50 pL de SM em solugéo salina
estéril (NaCl 0,85%) até que fosse obtida uma turvagdo
compativel com o grau 0,5 da escala Mac Farland (1x10° UFC/
mL). As colonias que foram utilizadas foram provenientes de
cultivo bacteriano recente (18 a 24 horas).

Um swab estéril foi embebido na suspensdo bacteriana,
comprimindo-o contra as paredes do tubo para remoc¢ao de
excessos e, em seguida, foi feita a semeadura em superficie de
meio agar mitis salivarius acrescido de bacitracina e telurito
de potassio, de forma suave em todas as diregdes na placa
(cinco diregdes), procurando abranger toda a superficie.
Houve o cuidado para que a espessura do meio fosse de 4 mm,
para evitar resultados falsamente aumentados ou diminuidos.
Para evitar a difusdo erratica do agente antimicrobiano, apds
a implantagdo dos discos foi aguardado um periodo de 15
minutos.

As solugdes foram removidas de seus frascos originais
e rotuladas com numeros de forma aleatéria, por uma das
técnicas do laboratdrio, para que o operador ndo fosse
influenciado. Somente apds os resultados finais, os autores
souberam quais eram os contetidos das solugdes (substancia
1 = soro fisiolégico, substancia 2 = propolis 50%, substancia
3 = propolis 70% com alcool 96% diluida em agua potavel 15
gotas em 5 ml e substancia 4 = propolis 12%, substancia 5=
propolis 70% 10 gotas em 5Sml, substancia 6= propolis 70% 5
gotas em Sml, substancia 7 = clorexidina 0.12%).

No experimento foi utilizado como controle positivo a
Clorexidina 0.12% e como controle negativo foi utilizada a
solucdo salina estéril. A propolis foi utilizada como tintura a
70% em alcool 96%, diluida em agua potavel 5,10 e 15 gotas
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em 5 ml'""® e como tintura a 50% em alcool 96%, também
diluida em 4gua potavel da mesma forma. As tinturas a 70%
e propolis 12% foram encomendadas em uma Farmécia de
manipulagio (FARMACOTECNICA) e a propolis a 50% foi
manipulada pela Universidade Estadual de Maringa.

A atividade antimicrobiana foi verificada adaptando o
método NCCLS (M44-P, 2003), utilizando discos de papel de
filtro estéreis. Os discos foram dispostos sobre gaze esterilizada
sendo utilizada pinga flambada para segurar e evitar que a gaze
pudesse absorver a solugdo. Em cada disco foram colocados
20 pL de cada solugdo a ser testada esperando sua secagem
para o uso'”'®. Cada solugdo foi colocada em dois discos. Com
o auxilio de uma pinga flambada e resfriada, em capela de
fluxo laminar com o bico de Bunsen ligado, os discos foram
colocados sobre a superficie do meio inoculado, exercendo
uma leve pressdo com a ponta da pinga para uma boa adesdo.
Foram utilizadas duas placas Agar para cada solucdo. As
placas foram, entfo, incubadas em microaerofilia em uma
estufa bacteriologica a 35 — 37 °C, tendo sido realizadas
leituras apds 24, 48 ¢ 72h.

Foi utilizado um paquimetro para medir o didmetro dos
halos de inibigdo de cada disco e permitir a comparagdo entre
as substancias.

3 Resultados e Discussao

A clorexidina foi a solugdo que apresentou melhores
resultados, em seguida, a propolis a 12%, e os extratos de
propolis hidroalcoolico (50% e 70%) ndo apresentaram
efeitos sobre a cepa de S.mutans de forma bem definida.
Os resultados apds 24 horas nao foram conclusivos, porém
48 horas e 72 horas o halo de inibi¢ao da clorexidina obteve
10 mm e da propolis a 12% apresentou 6 mm, sendo que as
substancias 5 e 6 obtiveram inibi¢do de S.mutans, porém
nao foram definidos como nas substancias 4 ¢ 7, e as outras
solugdes ndo apresentaram halo de inibigao.

Embora a friccdo mecénica seja o meio mais efetivo
para a remog¢ao do biofilme das superficies dentais, evitando
o estabelecimento de doengas bucais, algumas pessoas
tém dificuldade para realizar as manobras adequadas. O
Streptococcus mutans € considerado o principal iniciador do
processo carioso'® sendo, particularmente, sensivel a agdo
da clorexidina, antimicrobiano mais utilizado no ambiente
odontoldgico?®?!, o que foi confirmado neste trabalho.

Como alguns trabalhos relatam que, com grande
frequéncia, a clorexidina pode causar alguns efeitos adversos,
vém-se estudando os produtos naturais. Entre eles, encontra-
se a Apis mellifera, conhecida como propolis, que em alguns
estudos realizados anteriormente apresentaram bastante
atividade biolégica, podendo ser responsavel, principalmente,
e ndo apenas, os compostos fendlicos ¢ os flavonoides® 3.

Os resultados obtidos, neste estudo, confirmaram estudos
anteriores em rela¢do ao extrato alcodlico de propolis 12%%, a
solugdo de propolis a 70% diluida em agua e a propolis a 50%°.
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A clorexidina 0.12% utilizada como controle positivo foi a
solucdo que apresentou melhores atividades antimicrobianas
sobre os S. mutans apresentando halo de inibicdo 10 mm,
seguida pela solucdo de propolis a 12% com halo de inibi¢ao
de 6 mm. Em relagdo a nado inibigdo dos S. mutans pelas
outras solucdes testadas, isto pode ser devido a quantidade
de propolis extraida, que em grandes quantidades carrega
impurezas e pode diminuir a concentra¢do de flavonoides®?,
responsaveis pela atividade antimicrobiana da propolis®'.

Além disso, os resultados podem ter sido influenciados
pela composicao da propolis, que pode variar dependendo da
biodiversidade da regido, sazonalidade e periodo da coleta.
Neste estudo, a propolis utilizada foi obtida em Maringa,
sendo a coleta realizada no periodo do inverno, o que pode
também explicar a diminui¢do da atividade antimicrobiana de
propolis®.

3 Conclusao

Diante dos resultados obtidos, a clorexidina foi o produto
que apresentou a melhor atividade antimicrobiana, seguida
pela solugdo de propolis a 12%. Em concentracdes maiores,
em meio aquoso, a propolis nao apresentou efeito inibidor.
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