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Resumo

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro,
a atividade antimicrobiana da suspensdo de prépolis
a 5 e 10% sobre Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
Meétodos: O teste de difusdo em agar e a técnica do
disco foram empregados para as seguintes substancias:
(n = 19) extrato seco de prépolis a 5 e 10%, clorexidina
(controle positivo) e propilenoglicol (controle negati-
vo). O didmetro dos halos de inibicao bacteriana foi
medido ap6s 24 horas. Resultados: Diferencas estatisti-
camente significantes foram observadas através do teste
Anova (1 via) e post hoc de Tukey com nivel de signifi-
cancia de 5% (p < 0,001). O grupo da clorexidina mos-
trou halos de inibicdo de crescimento bacteriano com
média de 6,631 mm, ao passo que a propolis a 5 e 10%
e o propilenoglicol ndao apresentaram halos. Conclu-
sdo: O extrato de prépolis a 5 e 10% suspenso em pro-
pilenoglicol ndo evidenciou atividade antimicrobiana,
in vitro, em comparagdo com o Enterococcus faecalis.

Palavras-chave: Prépolis. Enterococcus faecalis. Endo-
dontia.

Introducao

A necessidade de novos materiais que apre-
sentem propriedades biol6gicas e antimicrobianas,
aliada ao grande avancgo da fitoterapia nos tltimos
anos, tem estimulado a avaliacdo de diferentes
substincias que possuam propriedades terapéuti-
cas para a odontologial®. Exemplo desses produtos
é a proépolis, Casearia sylvestris, uma resina de co-
loracéo e consisténcia variada, produzida pelas abe-
lhas a partir da mistura de substancias coletadas de
diferentes partes das plantas (brotos, botdes florais
e exsudatos resinosos) com secrecoes produzidas em
seu organismo®. Investigacées cientificas revelaram
efeitos antioxidantes, antibacterianos, antifingi-
cos, antivirais, anti-inflamatérios, antitumorais e
com propriedades imunomoduladoras®.

Koo et al.? (2000) avaliaram in vitro a ativida-
de antimicrobiana do extrato de prépolis a 10% e
Arnica montana 10% sobre 15 micro-organismos
da microbiota endodontica, dentre os quais o E. fa-
ecalis. A atividade antimicrobiana foi determinada
pelo método de difusdo em dgar. O extrato de proé-
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polis inibiu significativamente todos os micro-orga-
nismos testados (p < 0,05), com maiores halos de
inibicdo para o Actinomyces spp.

Groisman et al.” (2005) avaliaram o efeito da
prépolis a 1,5 e 3% e da clorexidina 0,06 e 0,12%
sobre os micro-organismos salivares. Os autores ve-
rificaram que a solucédo de prépolis a 3% associada
a clorexidina 0,12% e que as solucgdes de prépolis a
3 e 1,5% associadas a clorexidina 0,06% reduziram
o numero de Streptococcus sp em 26,7, 25,9 e 24,9%
respectivamente (p < 0,01).

Maia Filho et al.? (2008) compararam a eficdcia
de trés irrigantes empregados em endodontia e o
extrato de proépolis frente ao Enterococcus faecalis.
Foram utilizados o teste de difusdo em agar e as se-
guintes substancias: hipoclorito de sédio 5%, gel de
clorexidina 2%, hidréxido de célcio e extrato hidro-
alcoolico de propolis. O extrato de prépolis apresen-
tou uma boa atividade antimicrobiana, sendo maior
que o hipoclorito de sédio 5%. Entretanto, o gel de
clorexidina foi mais efetivo contra o E. faecalis.

Awawdeh et al.? (2009) compararam a atividade
antimicrobiana da proépolis e do hidréxido de célcio,
como medicacdo intracanal, durante um e dois dias,
num modelo de dentina infectada com E. faecalis.
Cinquenta discos de dentina de 7 mm de compri-
mento, obtidos de dentes humanos, foram empre-
gados. Desses, 45 foram infectados com E. faecalis e
divididos em dois grupos de vinte discos (hidréxido
de calcio ou prépolis), cinco foram mantidos estéreis
como controle negativo e cinco discos, como controle
positivo. Os resultados demonstraram que a prépo-
lis foi significativamente mais efetiva do que o hi-
droéxido de célcio apés um curto periodo de tempo.

Kandaswami et al.® (2000) investigaram a ati-
vidade antimicrobiana da Morinda citrifolia juice,
gel de clorexidina 2%, prépolis, povidone iodine 2%
e hidréxido de calcio sobre a dentina do canal radi-
cular infectada com E. faecalis, em duas profundi-
dades, 200 e 400 micrometros e em trés intervalos
de tempo (1, 3 e 5 dias). O namero de unidades for-
madoras de colonia foi estatisticamente significan-
te para todos os grupos quando comparado com o
grupo controle (solucéo salina). O grupo da clorexi-
dina gel apresentou a melhor eficacia antimicrobia-
na (100%), seguido pelo grupo da povidone iodine
(87%), propolis (71%) Morinda juice (69%) e hidroéxi-
do de calcio (55%). Néo houve diferencga significan-
te entre a Morinda citrifolia juice e a prépolis, bem
como em relacdo as duas profundidades.

A instalacdo de processos infecciosos no siste-
ma de canais radiculares tem como consequéncia
a periodontite apical, sendo o controle dos micro-
organismos no sistema de canais radiculares um
grande desafio do tratamento endodéntico!!"*2, Para
tanto, necessitamos de substédncias que penetrem
no sistema de canais e atuem sobre a microbiota
endodéntica. O hidréxido de célcio tem sido escolhi-
do em razédo das suas propriedades biolégicas e mi-
crobiolégicas'®!®. Entretanto, evidéncias cientificas

278

vém apontando para a resisténcia de alguns micro-
organismos ao hidréxido de calcio'®'7.

Os Enterococcus faecalis sdo cocos gram-positi-
vos, anaerdbios facultativos, encontrados isolados,
aos pares ou em cadeias curtas'®. Esse micro-orga-
nismo é raramente encontrado em infec¢bes pri-
marias!®, mas é a espécie predominante em casos
de retratamento endodontico?*?!, chegando a cons-
tituir de 38 a 70% da microbiota nesses casos?*?3,
sendo detectado em vinte de trinta casos de infec-
coes endodonticas persistentes associadas a dentes
com canais obturados®®. Essa alta prevaléncia nas
complicacoes pés-tratamento endodoéntico é atribui-
da, de modo especial, a sua capacidade de aderir ao
colageno, potencializada pela presenga de soro hu-
mano e, no processo de colonizag¢do, de invadir os
tubulos dentindrios, além de interferir nas defesas
do hospedeiro e resistir a acdo de substancias anti-
microbianas, fazendo de sua coloniza¢do uma cons-
tante fonte de reinfeccdo do canal obturado?+132,

O presente estudo tem por objetivo avaliar in
vitro a atividade antimicrobiana de cepas padrao de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) frente a solu-
cao de propolis seco veiculado a propilenoglicol nas
concentracoes de 5 e 10%.

Materiais e método

A metodologia deste trabalho consiste em um
estudo experimental, in vitro, controlado e rando-
mizado, realizado no laboratério de Bioquimica e
Microbiologia da Faculdade de Odontologia do Rio
Grande do Sul, Brasil (Labim).

Procedimentos experimentais
Obtencao das amostras de prépolis

O extrato seco de prépolis foi obtido no estado
do Rio Grande do Sul e analisado pelo Laboratério
All Chemistry (Certificado: 37542-1). As solugdes de
propolis a 5 e a 10% suspensas em propilenoglicol
foram manipuladas pelo método de levigacdo no
laboratoério da farméacia Marcela (Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brasil).

Preparo do meio

Inicialmente, foram preparados 300 mL de meio
de cultura dgar cérebro-coracdo — BHIA (Becton Di-
ckinson and Co. Franklin Lakes, New Jersey, EUA),
utilizando-se dgua destilada como solvente. A se-
guir, o meio preparado foi esterilizado e, ap6s res-
friamento até a temperatura de 50 °C, transferido
para 19 placas de Petri (150 x 10mm) esterilizadas.
Cada placa recebeu 15 mL de meio de cultura, fican-
do com uma espessura de 2 mm. Posteriormente,
as placas foram levadas a capela de fluxo laminar,
em temperatura ambiente, até ocorrer o completo
resfriamento do meio de cultura.
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Micro-organismo utilizado

O Enterococcus faecalis foi obtido a partir de ce-
pas padrao (ATCC 29212) e foi previamente semea-
do em uma placa de Petri, contendo BHIA. Apds,
com uma alca de platina, o micro-organismo foi se-
meado em um tubo contendo 10 mL de caldo de soja
tryptecase — TSB (HIMEDIA, Mumbai — India). Este
tubo foi levado a estufa de cultura e incubado por
um periodo de 24 horas a 37 °C.

Passado esse periodo, suspensoes bacterianas
ajustadas de acordo com a turbidez do tubo nimero
1 da escala de Mac Farland foram obtidas diluindo-
se as colonias bacterianas, crescidas no BHIA, em
20 mL de dgua destilada.

Processo de inoculagdo do meio

A seguir, uma aliquota de 1,0 mL da suspenséo
microbiana foi transferida para cada uma das 19
placas de Petri, contendo meio de cultura. A sus-
penséo foi semeada em toda superficie do meio de
cultura com o auxilio de um swab, de modo a se ob-
ter um crescimento confluente.

Técnica do disco — difusdo em dgar

Na superficie do meio de cultura inoculado de
cada uma das 19 placas foram colocados quatro dis-
cos de papel filtro de um centimetro de didmetro,
previamente confeccionados e esterilizados no La-
boratério de Microbiologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Antes de serem levados a su-
perficie do meio de cultura, os discos foram embebi-
dos durante o periodo minimo de 1min em 1 mL de
cada uma das substancias em estudo (n = 19): C+
(controle positivo): solucdo de clorexidina a 2%; C-
(controle negativo): propilenoglicol; S1: solugdo de
proépolis a 5%; S2: solucio de prépolis a 10%.

Pré-incubacdo e incubacdao

As placas de Petri foram pré-incubadas em tem-
peratura ambiente por 1 hora, a fim de permitir a
difusdo das substancias antes do desenvolvimento
microbiano. A seguir, foram incubadas a 37 °C por
24 horas em microaerofilia. Decorrido o periodo de
incubacéo, com o auxilio de uma régua milimetrada
e uma boa fonte de luz refletida, foi realizada a men-
suracdo do didmetro da zona de inibicdo do cresci-
mento microbiano ao redor de cada um dos discos.
Foram realizadas duas medidas por dois examina-
dores diferentes. A média de ambas foi calculada e
utilizada para fins de andlise dos resultados.

Interpretacdo dos resultados

As medidas dos halos de inibi¢édo de crescimento
bacteriano dos grupos experimentais foram anali-
sadas pela andlise da variancia (1 via) e teste de
Tukey com nivel de significAncia de 5%. Os dados
foram analisados e processados com o auxilio do
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programa SPSS (Statistical Package for the Social
Science) versio 3.0.

Resultados

Os resultados do presente estudo demonstram
diferenca estatisticamente significante entre a clo-
rexidina a 2% (controle positivo) e os demais grupos
experimentais (Tab. 1).

Tabela 1 - Média e desvio padrao dos halos de inibicdo bacteriana
dos grupos experimentais em mm

Grupo N Média | Desvio padrdo
Clorexidina 2% (C*) 19 6,631 0,597
Propilenoglicol (C) 19 0,000 0,000
Prépolis 5% 19 0,000 0,000
Prépolis 10% 19 0,000 0,000

Andlise de variancia -1 via e teste de Tukey — nivel de significancia 5%
(P < 0,001)

O grupo da clorexidina mostrou halos de inibi-
cdo de crescimento bacteriano com média de 6,631
mm, ao passo que a préopolis a 5 e 10% e o propile-
noglicol (controle negativo) ndo apresentaram halos
(p < 0,001).

Discussao

Em endodontia, no tratamento de dentes com
canais infectados, a preocupacgio em diminuir a po-
pulacdo de micro-organismos, promovendo a sanifi-
cacdo do sistema de canais radiculares, é motivo de
inquietantes pesquisas no campo da microbiologia
endodontica.

O hipoclorito de sédio e a clorexidina, durante
o preparo biomecénico, a pasta de hidréxido de cal-
cio em suas diferentes veiculagoes, como curativo de
demora, sdo exemplos de substdncias que venceram
a barreira do tempo e sdo empregadas com o intuito
de combater as infec¢oes endodénticas. Cada uma
tem a sua devida importancia. Entretanto, a bus-
ca por uma substéincia ideal, com a qual se consiga
uma maior efetividade sobre os micro-organismos
endodontopéticos e, ao mesmo tempo, apresente
biocompatibilidade e néo citotoxicidade, norteia as
pesquisas da comunidade cientifica.

A escolha do Enterococcus faecalis justifica-se
em razio de ser um micro-organismo que compde a
microbiota endodéntica, principalmente relaciona-
do aos casos de insucessos endodénticos, nos quais
lesdes refratarias ao tratamento ndo reparam pela
terapia endodontica convencional. Esse micro-orga-
nismo gram-positivo e anaerdébio facultativo tem de-
monstrado tolerar niveis de pH elevados (acima de
12), suportando o mecanismo de a¢do do hidréxido
de calcio até mesmo quando em contato direto!*%-27,

O teste de difusdo em meio sélido é uma técnica
consagrada para avaliar a atividade antibacteria-
na de determinada substancia. Entretanto, ha de
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se considerar as limitacoes que apresenta, entre as
quais se pode citar a sua incapacidade de fornecer
condicdes de igualdade para se comparar substin-
cias com solubilidade e difusibilidade distintas®.
Além disso, a presenc¢a de enzimas bacterianas, a
composicdo do meio, a densidade do inéculo, o tem-
po de incubacio, a temperatura e a estabilidade do
medicamento sio fatores que influenciam em resul-
tados conflitantes.

Considerando que o teste de difusdo em agar
é mais eficiente para as substincias soliveis em
agua, neste estudo se empregou o extrato seco de
prépolis suspenso em propilenoglicol. Assim, é pos-
sivel fazer-se a ligacdo de que, sendo o propilenogli-
col hidrossolavel, a utilizacéo do teste de difusdo em
agar pode ser justificada.

Um aspecto que merece atencdo é a presenca
de estudos que veiculam a prépolis em substincias
como o etanol a 70 ou 80%°%%, clorexidina a 0,06 e
0,12%". A opgdo pelo propilenoglicol justificou-se
pelo interesse em estudar apenas a a¢do da prépolis
frente ao E. faecalis, evitando qualquer tipo de alte-
racdo na atividade deste.

Os resultados obtidos para o extrato seco de pré-
polis a 5 e 10% com auséncia de halos de inibi¢éo
mostraram a falta de acdo destes sobre o E. faecalis.
Esse fato permite questionarmos o emprego dessas
substancias nas situagoes clinicas em que ocorre a
viabilidade desse micro-organismo. Por outro lado,
estudos de Awawdeh et al.? (2009) e Kandaswami
et al.l® (2010) demonstraram resultados de boa
eficacia antimicrobiana para a prépolis. Entretan-
to, os estudos citados foram realizados ex vivo, em
dentina infectada com E. faecalis, ndo podendo ser
confrontados com o presente trabalho em razio das
diferencas metodolégicas.

Os resultados do presente estudo também dife-
rem dos obtidos por Koo et al.? (2000) e Maia Filho
et al.#(2008), os quais encontraram atividade anti-
microbiana para o extrato de prépolis frente ao E.
faecalis. Explicagdoes para essas diferencas podem
estar relacionadas ao veiculo. A maioria dos estudos
emprega extrato hidroalcoolico, ao passo que o pre-
sente estudo optou pelo emprego do propilenoglicol,
substancia desprovida de qualquer atividade anti-
bacteriana.

Entretanto, a ndo producéo de halos de inibicéo
nem sempre pode significar que as substéncias néo
apresentam atividade antibacteriana, pois podem
néo apresentar boa difusdo em 4gar. Isso pode ocor-
rer pelo fato de os meios de cultura apresentarem
substancias tamponadoras. Assim, mesmo que so-
fram difusio, essa pode ser lenta em razéo da baixa
solubilidade da substéancia, o que faz com que os ni-
veis de pH alcancados pelo meio néo sejam elevados
o suficiente para apresentar atividade antimicro-
biana®.

Esse foi o primeiro estudo que empregou a pré-
polis suspensa em propilenoglicol, sendo necessario
compreender melhor o comportamento dessa subs-
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tancia nesse veiculo. A prépolis é uma substincia
ndo soluvel em agua, fato que explica a confeccédo
de uma suspenséo através do processo de levigacéio,
onde se colocou a prépolis em um gral e, aos poucos,
foi adicionado o propilenoglicol, levigando a prépolis
nesse veiculo e gerando uma suspenséo facilmente
dispersivel. Para avaliar a veracidade dos resulta-
dos torna-se importante o emprego de outras me-
todologias, como os testes que apresentam meio de
cultura liquido, por oferecerem maiores condicoes
de igualdade para substincias que possam apresen-
tar dificuldades de dissociacéo e difusdo em 4gar.

Outro ponto que deve ser ressaltado é a diver-
sidade dos componentes presentes em cada amos-
tra de prépolis. Alguns estdo presentes em todas
as amostras, ao passo que outros ocorrem somente
em prépolis colhidas de espécies de determinadas
plantas e regides. Pelo menos duzentos componen-
tes diferentes ja foram identificados em amostras
de proépolis de origens diversas, dentre os quais
4cidos graxos e fendlicos, ésteres, ésteres fenélicos,
flavonoides, terpenos, esteroides, aldeidos e alcoois
aromaticos, sesquiterpenos e naftalina®. A ativida-
de antimicrobiana possui maior ou menor efeito me-
diante os componentes quimicos, o género da abelha
coletora e os meios de preparo da prépolis®. Essa
constatacéo pode explicar a discrepancia de resulta-
dos entre estudos de semelhante metodologia.

Conclusao

Com base na metodologia empregada e nos re-
sultados obtidos, é licito concluir que o extrato de
propolis a 5 e 10% suspenso em propilenoglicol nédo
evidenciou atividade antimicrobiana, in vitro, fren-
te ao Enterococcus faecalis.

Abstract

Objective: the objective of this study is to evaluate in
vitro the antimicrobial activity of 5% and 10% prop-
olis suspension against Enterococcus faecalis (ATCC
29212). Methods: The agar diffusion test and the disc
method were used for the following substances: (n = 19)
propolis dry extract at 5% and 10%, chlorhexidine (pos-
itive control) and propylene glycol (negative control).
The inhibition halos were measured after 24 hours. Re-
sults: Statistically significant differences were observed
through the ANOVA (1 via) and Tukey test with 5% of
significance level (p < 0.001). The chlorhexidine group
showed bacterial growth inhibition halos with aver-
age size of 6.631mm, while propolis at 5% and 10%
and the propylene glycol groups did not develop halos.
Conclusion: The propolis extract suspension at 5% and
10% in propylene glycol did not present antimicrobial
activity in vitro against Enterococcus faecalis.

Key-words: Propolis. Enterococcus faecalis. Endodon-
tics.
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