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INTRODUGCAO

Extratos de propolis podem apresentar propriedades antitumorais, antioxidantes, anti-
inflamatdrias, imunomoduladoras e, sobretudo, propriedades antimicrobianas com efeito
bacteriolitico sobre a degradagao da parede celular microbiana e/ou efeito bacteriostatico,
por inativagdo da RNA-polimerase (Franchi et.al, 2012). Nesse contexto, o presente trabalho
objetivou avaliar a atividade antibacteriana e antibiofiime de 1 extrato de proépolis verde,
marrom ou vermelha sobre 10 cepas de espécies microbianas padrées de importancia
odontoldgica, visando a identificacao de extratos com potencial aplicabilidade em produtos
para terapia e prevencao de doengas bucais como a carie, lesdes endoddnticas, mucosites,
faringites e amigdalites estreptocdcicas.

OBJETIVO

Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofiime de amostras de extrato de prépolis
verde, marrom e vermelha sobre as bactérias Gram-positivas (Streptococcus gordonii;
S. salivarius; S. mutans; Lactobacillus acidophilus; Enterococcus faecalis; Streptococcus
pyogenes e Staphylococcus aureus), Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa) e espécies
fungicas (Candida albicans) relacionadas com enfermidades bucais, a fim de identificar
extratos para aplicabilidade terapéutica e preventiva no tratamento de enfermidades bucais
como: carie dental, infec¢gdes endoddnticas, mucosites e faringites.



METODOLOGIA

Esse estudo trata-se de uma pesquisa experimental in vitro para determinacao da
Concentragao Microbicida Minima (CMM) de extratos de propolis verde, marrom e vermelha
capazes de inibir 100% do crescimento microbiano de células planctonicas (livres). Em
adicao, avaliou-se a atividade antibiofilme dos extratos, por determinagdo da Concentragao

Inibitéria Minima (CIM) capaz de inibir mais de 90% de células organizadas em biofiimes
maduros monoespécie.

Foram selecionadas 10 cepas padrbes tipo ATCC como: S. gordonii (DL1); S.
salivarius (ATCC 27875); S. mutans (CCT 3440); L. acidophilus (ATCC 4356); E. faecalis
(ATCC 25212); P. aeruginosa (ATCC 25619); C. albicans (ATCC 36802); C. albicans (SC);
S. pyogenes (ATCC 19615); S. aureus (ATCC 27664). As cepas foram reativadas, nos
respectivos meios semisseletivos, e colbnias isoladas foram utilizadas para a padronizagao
do indculo inicial, usando o método de turbimetria com a escala Mac Farland 0,5 (CLSI,
2020).

Cerca de 10° UFC mL" e 10" UFC mL" de bactérias e de fungos plancténicos,
respectivamente, foram inoculadas em 180 pyL do meio BHI dispostos em microplacas de
poliestireno com 96 pogos (diluigdo 1:10) contendo entre 46, 93, 187, 375, 750, 1500 ou
3000 ug/mL do extrato de propolis verde, marrom ou vermelha. Previamente a inclusao das
cepas microbianas, nos micropogos, os extratos foram diluidos serialmente, em duplicata.
As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas, em microaerofilia, e as células viaveis
(crescimento positivo) foram evidenciadas com resazurina a 0,1% e incubagéo por 20 min
a 37°C. A CMM foi definida como a menor faixa de concentragao do extrato capaz de
inibir 100% do crescimento plancténico, em relagéo ao controle positivo (meio de cultura,
microrganismos e veiculo controle, sem os extratos (Hakimiha et al. 2014; Lima et al, 2014;
Azizi et al, 2018).

2) Determinacdo _da Concentracido Inibitéria Minima sobre células em biofilmes

monoespécies:
Biofilmes monoespécie cultivados em meio YD (1% de ext. de lev. + 1% de glicose)

para P. aeruginosa e YPD (2% pep. + 1% de ext. de lev. + 1% de glc.) para as demais
cepas, com 48 horas de crescimento, foram submetidos aos tratamentos com os extratos
de prépolis nas concentragdes de 1500, 3000, 7500 e 15000 pg/mL. Com o biofilme pré-
formado, o sobrenadante foi substituido por suspensdes de extratos nas concentragdes
anteriormente indicadas, azul de toluidina a 0,01% ou veiculo controle. As microplacas
foram entdo reincubadas por 24 h, a 37° C, em microaerofilia. Células do biofilme pré-
formado expostas aos extratos e aos controles foram removidas assepticamente e
diluidas serialmente (diluicdo de 10 em salina estéril), plagueadas nos respectivos meios
semisseletivos e quantificadas (UFCmL") apds 24-48 horas de incubacao. Realizou-se a



contagem de células de biofilmes viaveis apds os tratamentos, e a CIM sobre biofilmes foi
definida como a menor faixa de concentragado do extrato capaz de inibir em mais de 90%
células do biofilme pré-formado, em relagéo ao veiculo controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1: Concentracao Bactericida Minima (CBM) de extratos de propolis verde, marrom e vermelho sobre
células plancténicas, pelo método colorimétrico da resazurina.

Espécies de Micro- Extrato de  Extrato de Extrato de
organismos Propolis Propolis Propolis
Marrom Verde Vermelha

Streptococcus mutans 1500-3000  375-750 >3000
CCT3440
Streptococcus salivarius 1500-3000 >3000 1500-3000
ATCC 27875
Streptococcus gordonii 1500-3000 >3000 1500-3000
ATCC DL1
Streptococcus pyogenes 1500-3000 >3000 1500-3000
ATCC 19615
Enterococcus faecalis 1500-3000 >3000 1500-3000
ATCC 29212
Lactobacillus acidophylus ~ 1500-3000 >3000 >3000
ATCC 4356
Staphylococcus aureus 1500-3000 >3000 1500-3000
ATCC 27664
Pseudomonas aeruginosa >3000 >3000 >3000
ATCC 25619
Candida albicans >3000 >3000 >3000
ATCC 36802
Candida albicans >3000 >3000 >3000
SC 5314

Fonte: Laboratdrio de Biologia e Microbiologia Celular — ICBS/UFAL (2022)

Os extratos de propolis marrom e vermelho apresentaram na faixa de concentragao
entre 1500 — 3000 pg/mL atividade inibitoria do crescimento microbiano, tornando-se
eficientes dentre as cepas testadas, se comparado com o extrato verde que precisa de
concentragdes acima de 3000 pg/mL pra que possa ter algum efeito. Analisando as cepas
microbianas do P. aeruginosa e fungicas, nota-se que a maior concentragdo (3000) nao
foi suficiente, havendo necessidade de se ampliar a concentracdo para avaliagao da
concentracao inibitéria minima no teste de antibiofilme.



Figura 2: Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do azul de toluidina e diferentes extratos de propolis
sobre células organizadas em biofilmes monoespécie (48 horas em microaerofilia), apos 24 horas de
exposi¢cao ao antimicrobiano.

Espécies de Micro- Azu‘] (lic Propolis Propolis Propolis
Sraimos To]ﬂldma marrom verde vermelha

Yo pg/mL pg/mL pg/mL

Streptococcus mutans >0.01% 3000 > 3000 > 3000

CCT3440

Streptococcus salivarius >0.01% 1500 1500 1500

ATCC 27875

Streptococcus gordonii >0.01% 3000 > 3000 > 3000

ATCC DLI

Streptococcus pyogenes >0.01% 1500 3000 1500

ATCC 19615

Enterococcus faecalis >0.01% 1500 3000 1500

ATCC 29212

Lactobacillus acidophylus 0.01% 1500 1500 1500

ATCC 4356

Staphylococcus aureus >0.01% 1500 3000 > 3000

ATCC 27664

Pseudomonas aeruginosa >0.01% 7500 7500 7500

ATCC 25619

Candida albicans >0.01% 7500 7500 7500

ATCC 36802

Candida albicans >0.01% 7500 7500 7500

SC 5314

Fonte: Laboratério de Biologia e Microbiologia Celular - ICBS/UFAL (2022)

Em Nenhum dos biofilmes comaltadensidade celular 10”’a 10" UFC/mL foi evidenciado
efeito 100% inibitério dos extratos testados. Porém, na nova concentragdo 7500 — 15000
Mg/mL dos extratos para P. aeruginosa e cepas fungicas, encontrou-se concentragcdo com
atividade inibitéria para algumas cepas, exceto no uso do controle azul de toluidina na
concentracéo de 0,01%, o qual somente apresentou algum resultado inibitério contra L.
acidophylus.

De modo geral, os extratos de prépolis marrom e vermelho apresentaram maiores
atividades antimicrobianas sobre as espécies testadas.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados in vitro ressaltam que o produto pode ter potencial de aplicagao clinica
como curativo de demora em tratamentos endoddnticos associados a limagem mecéanica e
desinfeccao prévias de canais endoddnticos, podendo potencializar o efeito antimicrobiano
da formulagao proposta, trazendo, além destes, beneficios no tratamento de doengas como
a carie dental, mucosites, lesdes endodénticas, faringites e amigdalites estreptocdcicas.
Por fim, os autores concordam que pela publicagdo ndo obterdo nenhum ganho, senéo a
divulgacao cientifica e profissional dos trabalhos.
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