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ampliando nosso circulo de compaixdo, para que ele abranja
todos os seres vivos e toda a natureza em sua beleza.
Ninguém conseguird atingiv completamente este objetivo,
mas lutar pela sua realizagdo jd é por si sé parte de nossa
libertacdo e o alicerce de nossa seguranca interior”.

(Albert Finstein)
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HESUO

RESUMO

Propolis é um produto natural constituido principalmente de compostos
fenolicos, como flavondides e derivados do acido cinamico. Entretanto, propolis
tipo 6, proveniente da regido de mata atlantica da Bahia, nordeste brasileiro,
apresenta uma composicio quimica diferente, contendo basicamente compostos
apolares, sendo que os flavonoides nao foram detectados. Este estudo avaliou o
efeito desta propolis e de suas fracdes sobre o crescimento e a aderéncia de
estreptococos do grupo mutans e na atividade das glucosiltransferases (GTFs). O
extrato etanolico da propolis (EEP) e 4 fracdes (hexano, cloroférmio, acetato de
etila e etanol) foram obtidos através de métodos de fracionamento quimico. O
controle negativo foi etanol 80% (v/v). Para os testes antibacterianos, difusao em
agar, concentracao inibitéria minima (CIM), e concentracdo bactericida minima
(CBM) contra Streptococcus mutans Ingbritt 1600, S. sobrinus 6715 e dois isolados
clinicos recentes para cada espécie foram determinados. A aderéncia dos
microrganismos a  superficie do vidro  também foi  medida
espectrofotometricamente a 550 nm. O efeito do EEP e suas fracoes foi analisado
na atividade de GTFs em solucdo e aderidas a superficie de hidroxiapatita. Os
valores de CIM foram 50-100 ug/mL para S. mutans Ingbritt 1600, e 25-100 pg/mL
para S. sobrinus 6715. A aderéncia celular foi também inibida em concentracoes
menores que 25-50 pg/ml. Entre as fracdes, hexano (CIM 12,5-50 pg/mlL) e
cloroférmio (CIM 25-100 pg/ml) foram as mais ativas. A CBM para o EEP e as
fracoes (hexano e cloroférmio) foi 4-8 vezes maior que a CIM. A atividade das Gtfs
em solucdo foi inibida pelo EEP (88-96%) e pelas fracdes hexano e cloroformio (60-
90% de mibicdo a 100 pg/ml). Concluindo, esta nova variedade de propolis
mostrou notaveis efeitos inibitorios tanto no crescimento bacteriano, quanto na
aderéncia celular e atividade de GTFs, sendo esta atividade relacionada com
compostos apolares.



AOREVAOT

ABSTRACT

Propolis is a natural beehive product, and its main constituents are polyphenolic
compounds, such as flavonoids and cinnamic acid derivatives. However, propolis
type 6, from Bahia (Atlantic forest, Northeastern, Brazil) presents an unusual
chemical composition containing basically non-polar compounds; flavonoids were
not detected in this sample. This study evaluated the effects of this propolis and
its fractions on growth and adherence of mutans streptococci and on the activity
of glucosyltransferases (GTFs). Ethanolic extract of propolis (EEP) and 4 fractions
(hexane, chloroform, ethyl acetate, and ethanol} were obtained according to
standard methods of chemical fractionation. Negative control was 80% ethanol
(v/v). For the antibacterial assays, agar diffusion method, minimum inhibitory
concentration (MIC), and minimal bactericidal concentration (MBC) against
Streptococcus mutans Ingbritt 1600, S, sobrinus 6715 and two clinical isolates of
each species were determined. Cell adherence of the microorganisms to a glass
surface was measured spectrophotometrically at 550 nm. We also explored the
effect of propolis and its fractions on the activity of purified GTFs in solution and
adsorbed onto saliva-coated hydroxyapatite. The MIC values were 50-100 ng/mL
for S. mutans Ingbritt 1600, and 25-100 ng/mk for S. sobrinus 6715. The cell
adherence was also inhibited at concentrations as low as 25-50 ng/mL. Among the
fractions, hexane (MIC 12.5-50 ng/ml) and chloroform (MIC 25-100 ng/mlL) were
the most active. MBC for EEP and fractions (hexane and chloroform) was 4-8 times
higher than MIC. The activity of GTFs in solution was remarkably inhibited by EEP
(88-96%), and by hexane and chloroform fractions (60-90% inhibition at 100
png/mlL). In conclusion, the new variety of propolis showed remarkable inhibitory
effects on bacterial growth, cell adherence and GTFs activity. The biological

activities of propolis are related to the non-polar compounds.
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Irntroducdo

1. INTRODUCAO

As infeccdes bacterianas da cavidade bucal mais comuns nos
seres humanos sao carie dental e doenca periodontal (LOESCHE, 1986),
sendo que a placa dental tem sido extensivamente estudada por sua
relacdo com estas infeccoes (GIBBONS & VAN HOUTE, 1975). Placa dental é
um biofilme bacteriano encontrado naturalmente na superficie dos dentes,
apresentando composicoes bacteriana e bioguimica que podem variar em

dependéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos (MARSH, 1992).

A formacao deste biofilme inicia-se com a pelicula adquirida, que
¢ uma fina camada aderida a superficie dental, constituida principalmente
por componentes salivares, além de produtos bacterianos e constituintes
citoplasmaticos (GIBBONS & VAN HOUTE, 1975). Minutos apo6s sua
formacdo, bactérias interagem com a pelicula através de uma série de
mecanismos especificos (GIBBONS, 1984; GIBBONS, 1996; JENKINSON &
LAMONT, 1997) e na sequiéncia, outras bactérias da mesma espécie e de
espécies diferentes se aderem tanto a pelicula adguirida quanto as

bactérias ja aderidas (KOLENBRANDER, 1988).

A cavidade bucal apresenta uma microbiota natural com

composicdo caracteristica que na maioria das vezes coexiste de modo
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harmonico e pacifico com o hospedeiro, mantendo a integridade dos
tecidos bucais (BURNE, 1995). Entretanto, alguns fatores podem causar um
desequilibrio desta comunidade, de modo a favorecer o crescimento e o
estabelecimento de bactérias odontopatogénicas, como 0s estreptococos
do grupo mutans. Um dos principais fatores deste desequilibrio ¢ a dieta
rica e freqiiente em sacarose. Esta dieta promove um aumento da
proporcac de estreptococos do grupo mutans, uma vez due estes
microrganismos apresentam algumas vantagens ecologicas quando da
presenca deste acicar no meio bucal, permitindo a sua aderéncia,
colonizacio e posterior actimulo na superficie do esmalte dental (HAMADA

& SLADE, 1980; LOESCHE, 1986).

Os estreptococos do grupo mutans, além de serem aciduricos e
acidogénicos, ndo s6 fermentam a sacarose como, a partir desta, sintetizam
glucanos através das enzimas glucosiltransferases - GTFs (GIBBONS & VAN
HOUTE, 1975; HAMADA & SLADE, 1980). Atualmente, trés GTFs distintas,
secretadas pelo Streptococcus mutans, estdo bem caracterizadas ftanto
bioquimicamente como ao nivel molecular: GTFB, GTFC e GTFD (LOESCHE,
1986; HANADA & KURAMITSU, 1989). Recentemente foi identificada e
isolada, a partir do Streptococcus sanguinis 804 (NCTC 10904), uma quarta
GTF, GTFSs. Os glucanos, principalmente os insoluveis em agua, tém sido

considerados como os principais fatores de aderéncia e actimulo de
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Introducdo

estreptococos cariogénicos sobre a superficie dental (HAMADA & SLADE,
1980; ROLLA et al, 1983; TANZER et al., 1985; SCHILLING & BOWEN, 1992).
Fm acréscimo, tem sido demonstrado que estes glucanos aumentam a
porosidade (DIBDIN & SHELLIS, 1988; VAN HOUTE, 1994}, bem como
causam mudancas na composicao inorganica da matriz da placa (CURY et
al, 1997), tornando-a ainda mais cariogénica. Assim, estreptococos do
grupo mutans e glucanos sdo considerados fatores criticos no

desenvolvimento da placa dental cariogénica.

Deste modo, estratégias tém sido estudadas no sentido de
prevenir a carie dental e a doenca periodontal, seja inibindo o crescimento
dos estreptococos do grupo mutans na cavidade bucal ou inibindo a
aderéncia destas bactérias a superficie dos dentes através da inibicao da
atividade das GTFs, principalmente aquelas responsaveis pela sintese de
glucanos insoluveis (GTFB e GTFC), impedindo assim a formacao da placa
dental. Um agente que aliasse eficientemente propriedades antimicrobianas
com inibicdo das GTFs seria extremamente desejavel para a prevencao

destas doencas bucais.

Nas ultimas décadas tém se observado um crescente interesse
por medicinas alternativas e terapias naturais, especialmente no uso de

substiancias com propriedades antimicrobianas, tendo os produtos apicolas

11
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encontrado grande aceitacio (PARK et al, 1997). Dentre estes produtos, a
propolis tem se destacado, tanto pelas suas diversas propriedades
farmacologicas tais como atividade antimicrobiana (BONHEVI et al., 1994;
GRANGE & DAVEY, 1990; IKENO et al, 1991; STEINBERG et al., 1996; PARK
et al., 1998), antiinflamatoria, cicatrizante, anestésica (GHISALBERTI, 1979),
anfticariogénica (IKENOG et al, 1991; PARK et al, 1998; KOO et al, 1999;
KOO et al, 2000a; KOO et al, 2000b; KOO et al, 2000c¢), antitumoral
(SCHELLER et al, 1977; FRENKEL et al, 1993; RAO et al, 1993}, citotoxica
(GRUNDBERGER ef al, 1988; MATSUNO, 1995; MATSUNO et al, 1997q;
MATSUNO et al, 1997b; BANSKOTA et al, 1998; BANSKOTA et al, 2000),
antiviral (DEBIAGGI et al, 1990; SERKEDJIEVA et al, 1992; AMOROS et al,
1992a; AMOROS et al, 1992b; AMOROS et al, 1994; HARISH et al, 1997,
KUJUMGIEV et al, 1999; VYNOGRAD et al.,, 2000), assim como pela inibicao

das GTFs (PARK et al., 1998; KOO et al., 2000a).

Propolis € ¢ nome genérico dado para uma resina de coloracio e
consisténcia variada, coletada por abelhas da espécie Apis mellifera de
diversas partes da planta, como broto, botdes florais e também dos
exudatos resinosos, sendo fransportadas para dentro das colmeéias e
modificadas pelas abelhas através da adicdo de secrecOes proprias

(GHISALBERTI, 1979).

2
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A composicao quimica da propolis é complexa e pode variar de
acordo com a biodiversidade da regido em que esta € coletada (KONIG,
1985; GREENAWAY et al, 1990; GREENAWAY et al, 1991; GARCIA-
VIGUEIRA et al, 1992; BANKOVA et al, 1992; TOMAS-BARBERAN et al,
1993; PARK ef al, 1997; BANKOVA et al, 1999, KUJUMGIEV et al, 1999;
KOO et al. 1999), com a variedade da abelha rainha (KOO & PARK, 1997) e
ainda, com a variacdo sazonal (BANKOVA et al, 1998; SFORCIN et al,
2000). Os compostos fenodlicos, principalmente os flavonoides, tém sido
considerados como as substancias biologicamente ativas da propolis
(GHISALBERTI, 1979; BANKOVA et al, 1982, 1996; GRANGE & DAVEY,
1990; BONHEVI et al., 1994; KOO et al, 1999), embora outros compostos
também estejam envolvidos, como os derivados do acido cindmico e seus
ésteres (IKENO et al,, 1991; AGA et al, 1994; TAZAWA et al, 1998; KOO et

al., 1999) e os diterpenos (BANKOVA et al.,, 1996; MITAMURA et al., 1996).

Entre as propolis brasileiras estudadas, duas amostras tém se
destacado quanto a sua atividade contra microrganismos bucais e inibicao
de GTFs, sendo provenientes do Rio Grande do Sul, classificada como
propolis do tipo 3, e Minas Gerais, tipo 12. Estas duas propolis apresentam
flavondbides agliconas em sua composicido guimica (KOO et al, 1999, KOO
et al., 2000a). Recentemente, uma terceira amosira de propolis, proveniente

da regido de mata atlantica da Bahia, tipo 6 (KOO et al, 2000b),

13
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demonstrou caracteristicas bastante particulares, apresentando alta
atividade antimicrobiana e uma composicao quimica caracterizada por

componentes apolares e auséncia de flavonoéides agliconas.

Deste modo, o objetivo principal do presente estudo foi avaliar o
efeito in vitro dessa nova variedade de propolis e das suas fracdes sobre os
estreptococos do grupo mutans e na atividade das GTFs purificadas (GTF B,

CelD e Ss).

14
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Revisao da Litevatura

2. REVISAO DA LITFRATURA

2.1. Placa e Carie Dental

FITZGERALD & KEYES, em 1960, citados por GIBBONS (1996),
encontraram que a atividade de carie poderia estar associada a certos tipos

de estreptococos.

Em 1965, KRASSE, citado por GIBBONS (1996), observou que a
sacarose era especificamente requerida para a implantacio de
estreptococos cariogénicos na boca de hamsters e o subsegiiente
desenvolvimento de um grande acumulo desses microrganismos nos

dentes.

Segundo NEWBRUN (1967}, a sacarose ¢ o mais importante entre
os carboidratos fermentaveis cariogénicos, devido a sua funcio especifica

como substrato para a sintese de glucanos extracelulares pelos S. mutans.

Em 1967, GIBBONS & BANGHART, citados por GIBBONS (1996),
relataram que cepas de estreptococos cariogénicos sintetizavam grandes
quantidades de dextrano extracelular (um polissacarideo) especificamente

a partir da sacarose, ¢ nao da glicose ou outros acucares. A sintese de
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dextrano foi associada ao acimulo de estreptococos na gengiva e em uma

variedade de superficies sélidas na boca.

De acordo com VAN HOUTE & GREEN (1974), os S. mutans nao
sao particularmente bons colonizadores da superficie dental, ja que néo
tém alta afinidade pelos receptores da pelicula adquirida, necessitando de
outros mecanismos de aderéncia, como a hahilidade de sintetizar glucanos

a partir da sacarose.

GIBBONS & VAN HOUTE, em 1975, relataram que em muitos
ambientes naturais as bactérias tém preferéncia por colonizar superficies.
Da mesma forma, na boca, um grande niimero de bactérias cresce em
superficies viaveis. A colonizacdo bacteriana destas superficies requer
inicialmente que os organismos estejam firmemente aderidos e, em
seguida, que eles se proliferem sob condicdes existentes, sendo logico
afirmar que a colonizacao bacteriana pode ser influenciada por pardametros

que afetam ndo somente seu crescimento, mas também sua aderéncia.

Segundo HAMADA & SLADE (1980), entre varios microrganismos
orais, os S. mutans tém sido identificados como formadores de placa
capazes de produzir carie dental em animais e humanos, associando seu

potencial de induzir carie a sua habilidade em se aderir firmemente a
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superficie dental na presenca de sacarose e formar acidos pela

fermentacao de varios aclicares.

GIBBONS, em 1984, também relata que o potencial cariogénico
dos S. mutans é principalmente dependente das suas altas propriedades
acidogénicas e da habilidade de se acumular nos dentes, sendo que o
acimulo desses microrganismos nos dentes é devido a sintese de glucanos

extracelulares a partir da sacarose.

HAMADA et al. (1984) relataram que na presenca de sacarose os
S. mutans sintetizam glucanos insolaveis, que sio aderentes a qualquer
superficie solida, incluindo a superficie dental. Sendo assim, um modo de
prevenir carie seria interromper o processo de aderéncia desses

microrganismos a superficie dental.

KOHLER et al. (1984}, estudando um programa profilatico para
maes, relataram que estratégias de tratamento que interfiram com a
colonizacao de S. mutans podem ter um profundo efeito na incidéncia de

carie dental na populacdo humana.

De acordo com LOESCHE (1986), os glucanos insoliveis (com
ligacOes a-1,3) sao de significancia patologica na carie dental de superficie

lisa em animais gquando uma dieta rica em sacarose é consumida. O autor
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também relata que quando a sacarose é ingerida em intervalos frequentes
entre as refeicdes, a queda do pH da placa torna-se mais freqiiente,

aumentando assim a chance para a desmineralizacao do esmalte dental.

Segundo HANADA & KURAMITSU (1989), trés GTFs distintas,
secretadas  pelo S mutans, estdo bem  caracterizadas tanto
bioguimicamente quanto ao nivel molecular: 1) GTFB - codificada pelo gene
gtfB, que sintetiza glucanos insoluveis em agua, tendo ligacoes glicosidicas
principais «-1,3; 2} GTFC - codificada pelo gene gtfC, que sintetiza uma
mistura de glucanos scluveis e insoltveis, os primeiros apresentando
ligacdes glicosidicas principais a-1,6; e 3) GTFD - codificada pelo gene gtfD,

que sintetiza basicamente glucanos soltuveis

MARSH (1992) relatou que, embora muitos agentes
antimicrobianos possam ser adequados para o controle de placa, pouco
tem sido encontrado sobre sua eficacia clinica. Além disso, o controle de
placa poderia ser atingido por agenies que removessem organismos
aderidos ou prevenissem a colonizacio do esmalte dental. O autor também
relata gue embora a concentraciao inibitoria minima (CIM) nao seja
necessariamente um indicador segurce de eficacia clinica, ¢ geralmente
citada como o primeiro indicador da eficacia dos agentes controladores de

placa.
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De acordo com RUSSEL (1994), além dos S. mutans, muitos outros
estreptococos orais, como S. sobrinus, S. salivarius, S. downei, secretam
GTFs extracelulares que podem contribuir para sua aderéncia a pelicula

adquirida.

Em 1995, VENKITARAMAN et al. purificaram as enzimas GTFB,
GTFC e GTFD e caracterizaram a atividade dessas enzimas em solucio e
aderidas a superficie, explorando o papel de seus produtos, os glucanos, na
aderéncia bacteriana em uma pelicula experimental. Os autores
demonstraram que as enzimas GTFB, GTFC e GTFD sao ativas na pelicula
experimental e que o comportamento dessas enzimas em solucido pode
diferir daquele da enzima aderida a superficie de hidroxiapatita. Fm
acréscimo, os glucanos produzidos pela GTFB ou GTFC, mas ndo pela
GTFD, aumentaram a aderéncia de S. rmutans G55 e S. sobrinus 6715 a

pelicula.

VACCA-SMITH et al. (1996) estudaram as interacoes das GTFs de
estreptococos com c-amilase salivar humana em solucdo e aderidas a
superficie de hidroxiapatita coberta com saliva. As GTFB e GTFC, quando
aderidas, inibiram parcialmente a atividade da amilase salivar. A GTFD
aderida teve a mais alta atividade inibitéria sobre a amilase salivar e esta

inativacao poderia ser causada por uma interacao fisica entre a GTFD e a a-
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amilase aderida. Entretanto, nao houve interacdo entre as GTFs e a amilase
salivar guando em solucdo. Embora a atividade da amilase salivar tenha
sido reduzida na presenca de GTFs, os hidrolisados do amido produzidos
pela amilase aderida foram utilizados pela GTFB, resultando em um

aumento da sintese de glucanos a partir da sacarose.

Fm 1998, VACCA-SMITH & BOWEN examinaram as possiveis
interacoes entre as GTFB, GTFC e GTFD com hidroxiapatita, hidroxiapatita
coberta com saliva e em superficie bacteriana, mostrando que a GTFB esta
relacionada com a ligacdo a superficie bacteriana, a GTFC a superficie de
hidroxiapatita, a GTFD ndo demonstrou a mesma capacidade de interacao
com as diferentes superficies testadas quando comparadas com GTFs B e

C.

Segundo WUNDER & BOWEN (1999), os glucanos produzidos
pelas GTFs atuam como mediadores da aderéncia sacarose-dependente de
estreptococos mutans na superficie dental, sendo essencial para a
cariogenicidade desses microrganismos. Os autores relataram, também,
gque os glucanos contribuem significativamente na composicdo
exopolissacaridica da matriz da placa dental. Sendo assim, agentes que
inibem GTFs podem ter beneficio terapéutico. Os autores analisaram varias

classes de reagentes quimicos (cations metalicos, reagentes oxidantes e
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acucares) quanto aos seus potenciais em inibir as enzimas responsaveis
pela sintese de glucanos insoliveis (GTFB), soltveis/insolaveis (GTFC) e
soltiveis (GTFD) de S. mutans, concluindo que a natureza do inibidor, bem
como, o estado fisico das GTFs (em solucdo ou aderidas a superficie da

pelicula salivar) sdo fatores determinantes para a inibicao destas enzimas.

CURY et al (2000) avaliaram a composicio da placa dental
formada na presenca de sacarose ou glicose e frutose e sua relacio com
cariogenicidade e sugeriram que a alta cariogenicidade da placa dental na
presenca de sacarose pode ser principalmente explicada pela alta
concentracao de glucanos insoluveis em sua matriz, pela baixa
concentracao inorganica e, além disso, sua composicao protéica também

pode ter alguma contribuicao.

2.2. Prépolis

2.2.1. Composicdo Quimica da Propolis

Em 1926, JAUBERT, citado por GHISALBERTI (1979), isolou da
propolis a crisina, um flavonodide, composto responsavel pela cor da cera

de abelha.
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Fm 1969, POPRAVKO et al, citados por GHISALBERTI (1979),
aplicaram uma técnica de separacdo e identificacdo de componentes da

propolis em que seis flavonodides foram isolados.

GHISALBERTI (1979), em uma revisdo bibliografica, relatou sobre
a origem e uso da prépolis, atividade farmacologica atribuida a seus
extratos e 0s compostos que tinham sido isolados e identificados. Segundo
o autor, as abelhas coletam propolis de varias partes da planta, sendo que
fatores sazonais podem ser responsaveis pela disponibilidade da propolis.
O autor também relata que os maiores constituintes da propolis na maioria
das fontes sao flavonoéides e que po'ucos estudos tem sido realizados para

determinar a toxicidade da propolis e seus extratos.

MONTI et al. (1983) citam que a composicdo precisa da propolis
varia com a amostra, sendo que em geral, ela é composta por 50% de resina
¢ balsamos vegetais, 30% de cera, 10% de 6lecs essenciais e aromaticos, 5%

de polen e 5% de varias outras substancias, incluindo debris organicos.

Fm 1987, BAKANA et al. estudaram a estrutura e a atividade
quimioterapéutica de uma benzofenona poliprenilada, identificada como
garcinol, também chamada de camboginol, exiraida da Garcinia huillensis,

planta utilizada na medicina popular na Africa Central. Este composto,
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também encontrado em algumas amostras de propolis, mostrou atividade

contra coCcos gram-posivos e gram-negativos, micobactérias e fungos.

De acordo com ROUBIK (1989), citado por RUBIO et al (1999),
exudatos resinosos das flores de diversas espécies de Clusia sdo coletadas
por abelhas (Apis mellifera) tropicais e essas resinas contém benzofenonas

poliprenilados como principais componentes.

AMOROS et al. (1992b) analisaram in vitro a atividade da maioria
dos flavonoides identificados na propolis contra o virus da herpes simples
tipo 1, encontrando que os flavonols foram mais ativos que as flavonas. Os
autores também observaram efeito sinérgico entre os diferentes
flavonoides, o que poderia explicar porque a propolis foi mais ativa que os

compostos individuais.

TOMAS-BARBERAN er al. (1993) analisaram compostos fenélicos
presentes em trinta e oito amostras de propolis produzidas na Venezuela
tropical pela Apis mellifera e cinco espécies indigenas de abelhas. As
propolis tropicais geralmente mostravam-se caracterizadas pela ocorréncia
de benzofenonas poliprenilados como principais componentes, sendo que

flavonoides estiveram presentes apenas em algumas amosiras.
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BONHEVI et al. {1994) determinaram a composicao de quinze
amostras de propolis de varias origens botanicas e geograficas,
determinando a quantidade de agua, cera, sais minerais, metais pesados,
resinas e balsamos, componentes fenolicos, oleos essenciais e carboidratos.
Vinte e seis compostos fendlicos foram identificados por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), sendo acacetina e apigenina os mais

abundantes.

Em 1995, BANKOVA et al analisaram gquatro amostras de
propolis brasileiras em cromatografia gasosa - espectrometria de massa
(CG-EM) e identificaram frinta e dois compostos volateis (dez deles novos
para a propolis), assim como compostos polares (um deles novo para a
propolis). Além disso, encontraram atividade antibacteriana em algumas

fracoes das propolis.

KOO & PARK (1997) investigaram a qualidade e a quantidade de
dois tipos de propolis coletadas de duas diferentes variedades de abelhas
Apis mellifera, uma obtida na regido sudeste do Brasil e outra, na regido sul
do Brasil, onde o experimento foi realizado. Os autores notaram diferenca
guantitativa e qualitativa, indicando que a composicio quimica da propolis

foi dependente da variedade da abelha.
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PARK et al (1997) analisaram quarenta e seis amostras de
propolis coletadas de sudeste (Minas Gerais, Sao Paulo, Goias e Malo grosso
do Sul) e sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) do Brasil quanto a
concentracao total de flavonoides, sendo que os resultados demonstraram
grande variabilidade no teor de flavonodides presentes nas diferentes

amosiras.

TAZAWA et al. (1998) isolaram de propolis brasileira, coletada no
estado de Minas Gerais, dois novos derivados do acido cinamico,
juntamente com vinte e dois compostos conhecidos. Além disso, os autores
enconfraram gue alguns dos compostos isolados estavam tambeéem
presentes em espécies de Baccharis, planta utilizada em medicina popular

no Brasil.

Em 1999, RUBIO et al analisaram propolis coletada de uma
pequena area, Nuevitas, em Cuba e descreveram o isolamento, a
identificacdo e as atividades antimicrobianas e antifingicas de um novo
benzofenona poliprenilado. A propolis foi coletada em areas onde as

plantas dominantes eram Clusia minor e Clusia rosea.

BANKOVA et al (1999) investigaram propolis e secrectes de

plantas de trés espécies mais freqlientemente mencionadas como fontes
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botanicas de propolis no Brasil (Baccharis drancunculifolia, Araucaria
augustifolia e Eucalyptus citriodora) usando CG-EM. Baseados na evidéncia
quimica encontraram que B. drancunculifolia foi a principal fonte vegetal

da propolis do estado de Sao Paulo.

Em 2000, LOKVAM et al estudaram duas benzofenonas
poliisopreniladas (similares estruturalmente, diferindo apenas no grau de
prenilacdo) extraidas de Clusia grandiflora contra patoégenos de colméias
(Paenibacillus larvae e Paenibacillus alvei). Foi feita a analise
antimicromiana através de teste de difusio em agar, e os dois compostos

apresentaram uma potente atividade contra os microrganismos analisados.

Em 2000, PARK et al identificaram e classificaram 12 tipos de
propolis brasileiras, de acordo com suas caracteristicas quimicas.
Anteriormente a propolis era classificada pela regidao em que era coletada,
entretanto, notou-se que propolis de um mesmo tipo, ou seja, com
caracteristicas quimicas semelhantes, estariam presentes em lugares
diferentes. Sendo assim, a partir de agora as propolis serdo classificadas de
acordo com o perfil em cromatografia em camada delgada (CCD) e néo
mais pelo local de coleta. Dentre essas propolis estdo a do tipo 3,

classificada anteriormente como prépolis do Rio Grande do Sul, encontrada
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também no Parana, tipo 12, de Minas Gerais e tipo 6, da regido de mata

atlantica da Bahia.

MOURA (2000) avalion os aspectos fisico-quimicos e biologicos
das propolis produzidas pelas abelhas da espécie Apis mellifera na regido
nordeste do Brasil. Analisando prépolis da regidao de mata atlantica da
Bahia, o autor observou um perfil cromatografico nao encontrado em
nenhuma propolis brasileira estudada até o momento, possuindo
compostos de caracteristicas mais apolares que as demais propolis, sendo
que esta propolis também apresentou atividade antimicrobiana, analisada

através de halo de inibicao, contra S, aureus e S. mutans.

ALENCAR er al. (2001) investigaram quimicamente propolis da
regiao de mata atlantica da Bahia e folhas de Hyptis devaricata,
mencionada como sua fonte botanica, mediante o uso das técnicas de
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia - fase reversa (CCDAE-
FR), cromatografia liquida de alta eficiéncia - fase reversa (CLAE-FR) e CG-
EM. Concluiram que a composicao dos compostos fenolicos encontrados na
propolis da regido de mata atlantica da Bahia possibilitou uma clara
diferenciacdo dos outros grupos de propolis encontradas no Brasil. Além
disso, a origem botanica desse tipo de propolis mostrou ser a espécie

vegetal H. devaricata.
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2.2.2. Propriedades Farmacologicas e Toxicidade da

Propolis

HAVSTEEN (1983), em uma revisao sobre a farmacologia e
bioquimica dos flavonodides, relatou que quando contidos nas propolis,
estes podem ser responsaveis por suas atividades farmacologicas e

antioxidantes.

BURDOCK (1998}, revisando sobre as propriedades biologicas e a
toxicidade da propolis, relatou que esta possui uma baixa toxicidade,
sendo que alguns autores encontraram valores de DL_ variando entre 2000

a 7300 mg/Kg para ratos.

KUJUMGIEV et al. (1999) relataram resultados de estudos quanto
a atividade antibacteriana, antifingica e antiviral de amosiras de propolis
de diferentes locais em tropicos e zonas temperadas. A atividade
antibacteriana contra S. aureus 209 e Escherichia coli WF foi medida através
de zona de inibicdo de crescimento bacteriano em meio agar, sendo que
todos o0s extratos exibiram significante atividade antibacteriana e

antifangica.

30



Revisdo da Lifevatura

v’ Efeito antimicrobiano

KIVALKINA (1948), citado por GHISALBERTI (1979}, realizou a
primeira investigacdo sistematica da atividade antibacieriana da propolis,
mostrando que propolis apresentou atividade bacteriostatica contra S.

aureus e outras bactérias.

Em 1958, LAVIE, citado por GHISALBERTI (1979), observou que a
propolis mostrava uma significante atividade antibacteriana contra Bacillus

subtilis, Bacillus alvei e Proteus vulgaris.

DEREVICI et al (1965), citados por GHISALBERTI (1979),
sugeriram que a propolis seria responsavel pela baixa incidéncia de

bactérias e mofo dentro da colméia.

METZNER et al (1975), citado por IKENO et al (1991),
demonstraram que alguns compostos presentes no exirato de proépolis

tinham atividade antimicrobiana.

Segundo RIOS et al. (1988), extratos de plantas que sdo ativos a
100 pg/mL tédm um bom potencial antimicrobiano e, dependendo da

natureza gquimica do componente responsavel por esta atividade, a
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subseqgiiente técnica de purificacao, ou seja, o isoclamento e identificacdo

dos compostos, poderia ser bastante viavel.

IKENO et al. (1991) examinaram o efeito de propolis provenientes
da China e do Japado na carie dental em ratos e seus efeitos inibitorios no
crescimento bacteriano de S. sobrinus 6715, S. mutans PS14 e S. cricetus
OMZ61 (medidos atraves de halo de inibicao) e na atividade das GTFs de
estreptococos mutans. Demonstraram gue estas propolis tiveram atividade
antimicrobiana, inibiram a sintese de glucanos insoluveis em agua e
inibiramm parcialmente a atividade das GTFs. Houve também uma
diminuicdo da carie dental em ratos que receberam propolis (presentes na
dgua em concentracdao de 1 mg/mlL), sugerindo que a reducdo da carie pela
propolis depende naoc somente da acdo antimicrobiana, mas também da
inibicao da sintese de glucanos insoluveis. Os autores também observaram
gue nao houve efeito tOxico nos animais na concentracae de propolis

utilizada neste experimento (1 mg/mL).

BONHEVI et al., em: 1994, analisando a atividade bacteriostatica
contra B. subtilis CIP 155, E. coli CECT 434 e §. aureus CECT 435 de gquinze
amostras de propolis de varias origens botanicas e geograficas,
encontraram que a atividade bacteriostatica do extrato etandlico de

propolis (40% v/v) foi maior contra S. aureus que B. subtilis e muito menor
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que contra E. coli. A amostra de propolis que demonstrou a maior atividade
contra B. subtilis e 8. aureus mostrou um MIC em torno de 80 pg/ml. Os
componentes da propolis também foram estudados individualmente,
observando-se menor atividade bacteriostatica que o extrato da propolis
bruta, podendo estar associado ao efeito sinérgico dos flavonoides e outros

compostos fenolicos.

STEINBERG et al (1996) investigaram as propriedades
antibacterianas de propolis e mel contra bactérias orais in vitro e in vivo,
demonstrando que propolis teve um efeito antibacteriano contra os
estreptococos orais isolados e reducao da contagem de bactérias na saliva.
O mel induziu o crescimento bacteriano em baixas concentracoes,
enquanto que em altas concentracOes teve um efeito inibitorio, podendo

este efeito ser atribuido a osmolaridade.

KOO et al (1999) avaliaram o efeito do extrato etanolico de
propolis (EEP) coletadas de duas regides do Brasil (Minas Gerais e Rio
Grande do Sul) no desenvolvimento de caries em ratos dessalivados. As
duas amostras apresentaram composicido quimica distinta. O grupo de
animais tratado com EEP do Rio Grande do Sul mostrou os menores indices

de carie de superficie e de sulco, bem como menor severidade de carie. Os
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autores concluiram que ¢ efeito cariostatico da propolis depende da sua

composicao e, conseqliientemente, da regido em que a amostra ¢ coletada.

Em 2000a, KOO et al analisaram os efeitos de propolis
provenientes das mesmas regioes do Brasil mencionadas anteriormente,
Minas Gerais e Rio Grande do Sul, quanto a atividade das GTFs purificadas
em solucdo e aderidas a superficie de hidroxiapatita coberta com saliva,
indicando que o EEP é um potente inibidor das GTFs em solucdo e aderidas
em uma pelicula experimental. Entretanto, o seu efeito na atividade das
GTFs é variavel, dependendo da regiao em que a propolis é coletada. A
amostra proveniente do Rio Grande do Sul demonstrou ser mais efetiva na

inibicao das GTFs purificadas do que a amostra de Minas Gerais.

SFORCIN et al. (2000) verificando o efeito sazonal na atividade
biolégica da propolis, observaram in vitro a atividade antimicrobiana de
propolis da regidao de Botucatu, SP, Brasil, coletada durante as quatro
estacoes. Para a analise antimicrobiana foram utilizadas cepas bacterianas
isoladas de infeccoes humanas (S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli
e Salmonella typhimurium), que foram testadas quanto a CIM em meio
agar, ndo demonstrando diferenca significante entre as amostras coletadas

em diferentes estacdes do ano.
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KOO et al. (2000b) avaliaram os efeitos de uma nova variedade de
propolis da regido de mata atlantica da Bahia, nordeste brasileiro, no
crescimento de estreptococos mutans analisado atraves de CIM e CBM, na
aderéncia celular e na sintese de glucanos insoliveis em agua.
Demonstraram gque esta nova variedade de propolis, cujo perfil
cromatografico é totalmente diferente dos relatados até entdao, foi
excepcionalmente efetiva em todos os testes in Vitro contra esses
microrganismos. Os autores sugeriram que o efeito biologico desta
propolis, coletada na regidao da Bahia, ndo pode ser somente relacionado
aos flavonoides e derivados do acido cinamico. Os autores também
relataram gue o perfil cromatografico desta propolis é semelhante ao da
propolis coletada na Venezuela, que ¢ caracterizada pela ocorréncia de

benzofenonas poliprenilados.

ALENCAR et al (2001) analisaram, através de antibiograma, a
propolis da regido de mata atlantica da Bahia, coletada em diferentes
estacoes do ano, quanto a atividade antibacteriana contra S. aureus ATCC
25293, demonstrando que, qualitativamente, as amostras de propolis
coletadas ao longo do ano demonstraram alta atividade antimicrobiana ao
microrganismo, o que poderia estar relacionado principalmente as

benzofenonas isopreniladas.
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Objetivos

3. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato etanolico de propolis (EEP) tipo 6, proveniente
da regido de mata atlantica da Bahia, e suas quatro fracdes (hexano,
cloroformio, acetato de etila e etanol), assim como seus efeitos na atividade

das GTFs purificadas.

Para a analise da atividade antimicrobiana, foram utilizadas
cepas bacterianas de colecdo e isoladas recentemente de pacientes, para,

assim, verificar a diferenca no comportamento desses microrganismos.

O efeito dos extratos da propolis e das fracdes foram analisados

por meio da:
a. Determinacdo da zona de inibicao pelo método de difusdo em agar;

b. Determinacao da concentracio inibitéria minima (CIM) e da

conceniracao bactericida minima (CBM);
c. Analise da inibicao de aderéncia celular em superficie de vidro;

d. Analise da atividade de glucosiltransferase B, C e D e Ss em solucdo e

aderidas a superficie de hidroxiapatita.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtengdo e fracionamento da propolis

Amostras de propolis bruta de Apis mellifera provenientes da
regido de mata atldntica da Bahia (tipo 6), nordeste brasileiro (Figura 1)
foram coletadas diariamente nos apiarios, raspando-se a propolis
produzida nas fendas entre a parte inferior da tampa e a melgueira
superior da colméia. Apds raspagem, o material foi acondicionado em
sacos plasticos, devidamente etiquetados, e armazenado em refrigerador

(4°C) até o momento de sua utilizacio.

A partir da propolis bruta foram obtidos o EEP (Extrato Ftanolico
da Propolis) e suas fracoes (hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol).
Para a obtencdo do EEP, foram pesados em um béquer de vidro 500 g de
propolis ftriturada em liquidificador (Figura 2). Neste béquer foram
adicionados 1000 mL de uma solucao de etanol 80% (v/v) e foi feita uma
maceracao sob agitacdo a 70°C por 30 minutos (Figura 3). Ap6s a
maceracao, a mistura foi centrifugada a baixa temperatura (4°C), 10.000 x
g, por 5 minutos (Figura 4), e o sobrenadante separado foi armazenado em
frasco de vidro ambar com tampa de rosca. No precipitado (prépolis
macerada) o procedimento acima foi repetido, utilizando o mesmo volume

de etanol 80% (v/v). Apos a segunda centrifugacio, nas mesmas condicdes,
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os sobrenadantes foram misturados e concentrados sob pressdo reduzida
em um evaporador rotativo (Figura 5), para que houvesse evaporacdo do
solvente, restando no concentrado apenas 0s componentes extraidos pelo
etanol 80% (v/v). A partir deste concentrado foi preparada uma solucao

inicial a 20% (p/v) do extrato etanodlico da prépolis bruta em etanol 80%

(v/V).
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ety

Figura 1 - Propolis Bruta Figura 2 - Propolis Bruta Figura 3 - Extraciao com
triturada etanol 80% (v/v)

Figura 4 - Cenfrifuga Figura 5 - Evaporador Rotativo Figura 6 - EEP sendo concentrado
(4°C, 10.000 x g, 5 min)
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O restante deste concentrado foi utilizado para a obtencdo das
fracoes através de sucessivas extracdes com solventes organicos de acordo
com um gradiente de polaridade padrao (em ordem crescente de
polaridade, representado na Tabela 1: hexano, cloroformio, acetato de etila
e etanol). O acompanhamento das diferentes etapas de fracionamento foi
monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD), cujo
desenvolvimento foi observado através de radiacao ultravioleta a 254 e 366
nm, de acordo com PARK et al (1997). Inicialmente, foi adicionado a este
concentrado o solvente hexano, extraindo assim do extrato bruto todos os
componentes com polaridade semelhante a deste solvente. Este
procedimento foi repetido até que nio houvesse mais extracdo de nenhum
componente pelo hexano, confirmado através da CCD. Apo6s esta etapa, ao
mesmo concentrade foi adicionado cloroformio (Figura 7), que, embora
também apolar, possui uma polaridade maior que a do hexano, repetindo
0s procedimentos. Assim sucessivamente com o acetato de etila e o etanol,
resultando nas quatre fracdes, que também foram concentradas sob
pressdo reduzida em um evaporador rotativo. Foi preparada uma solucdo

inicial a 10% (p/v) para todas as fracoes em etanol 80% (v/v).
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Tabela 1

Escala de polaridade dos solventes
utilizados no fracionamento da propolis

p-hexano 0,01
Cloroformio 0,40
acetato de etila 0,58
Etanol 0,88

escala de polaridade segundo Snyder & Kirkland, 1979
Fonte; COLLINS et al, 1995

Concentrado

Fracdo Cloroférmio

Figura 7 - Obtencio da Fracio
Cloroférmio

4.2. Atividade antimicrobiana in vitro

4.2.1. Microrganismos

Para os testes de Técnica de Difusdo em Agar (Halo de Inibicio),

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdc Bactericida Minima
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(CBM) e Inibicao da Aderéncia Celular em Superficie de Vidro, foram

utilizados os seguintes microrganismos:

v' S. mutans Ingbritt 1600 e mais dois isolados clinicos recentes, que

foram denominados S. mutans 1 e S. mutans 2.

v S. sobrinus 6715 e mais dois isolados clinicos recentes, que foram

denominados S. sobrinus 1 e S. sobrinus 2.

Os microrganismos isolados de pacientes ha menos de um ano
foram gentilmente cedidos pelo “Laboratorio de Microbiologia e Imunologia
Oral” da Faculdade de Odontologia de Piracicaba / UNICAMP, Piracicaba,

Sdo Paulo, Brasil.

4.2.2. Preparo da suspensdo bacteriana

Os microrganismos foram reativados de suas culturas originais
(armazenadas em meio liquido “Brain Heart Infusion” [BHI], contendo 20%
de glicerol e mantidos a -70°C) em 10 mL de meio de cultura BHI nas
seguintes condicfes: temperatura a 37°C, em atmosfera contendo 10% de
CO,, por um tempo de incubacao de 18 a 24 horas. Apos o crescimento, as
bactérias foram inoculadas em placas de petri contendo BHI agar e
incubadas nas mesmas condicdes descritas acima. As bactérias foram

constantemente verificadas através da analise de morfologia e coloracio de

48



Maierial e Méetodos

Gram. Em acréscimo, as culturas sempre foram verificadas quanto a

possivel contaminacaio.

Colonias isoladas foram, entdo, retiradas da placa e suspensas
em 5 mli de solucdo de NaCl a 0,89% esterilizada até atingir uma turbidez
com Jeitura de absorbancia de aproximadamente 0,135 a 660 nm, o que
equivale a um crescimento bacteriano semi-confluente na superficie do

agar de 1-2 x 10* ufc/mlL.

4.2.3. Teste de difusdo em dgar (Halo de Inibicdo)

Para o teste de difusdo em agar, segundo técnica descrita por
PIDDOCK (1990), PHILLIPS (1991) e KOO et al. (2000b), uma aliquota (300
ul) da suspensdo bacteriana descrita foi inoculada em 30 mL do meio BHI
dgar a 45°C, sendo a mistura homogeneizada através de um agitador
magneético. Apds a homogeneizacdo, o meio, inoculado com bactéria, foi
imediatamente distribuido em placas de petri contendo uma camada base

preexistente de “Mueller Hinton” (MH) agar.

Apos total solidificacdo do meio, seis (6) cilindros de aco-
inoxidavel (medindo 6 mm de didmetro interno, 8 mm de didmetro externo
e 10 mm de altura) esterilizados foram colocados sobre a superficie do
agar semeado (Figura 8). Foi realizada uma diluicdo a partir dos extratos

etandélicos iniciais, descritos anteriormente, e neste teste, todos os extratos
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(bruto, fracdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e etanol) foram
utilizados na concentracdo de 5% (p/v) em etanol 80% (v/v). Um volume de
40 pL (equivalente a concentracio de 400 pg/ml) do EEP, das quatro
fracoes e do controle negativo [etanol 80% (v/v)] foi colocado no interior de
cada cilindro (Figura 9). As placas foram mantidas em repouso por duas (2)
horas na temperatura ambiente para permitir a difusdo dos extratos e,
apos esse procedimento, incubadas em estufa a 37°C, atmosfera parcial de
10% de CO, por 24 horas. Mediu-se entao a zona de inibicdo de crescimento

ao redor do cilindro (Figura 10), com auxilio de um paquimetro digital.

Figura 8 - seis cilindros colocados Figura 9 - 40 ul. de extrato colocados
sobre o agar semeado no interior de cada cilindro

Zona de inibicdo
de crescimento

Figura 10 -Halo de Inibicde
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4.2.4. Concentracdo inibitéoria minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada de acordo com a técnica
descrita por PIDDOCK (1990), PHILLIPS (1991) e KOO et al. (2000b), sendo
utilizados tubos contendo meio de cultura liquido BHI. Um volume de 100
pL da suspensdo bacteriana, descrita no item 4.2.2., foi inoculado em 100
mL do meio BHI, de modo a obter uma concentracdo bacteriana em torno
de 1-2 x 10° ufc/ml, sendo a mistura homogeneizada através de um
agitador magnético. Imediatamente apo6s a homogeneizacao, um volume de
4960 ul. de meio de cultura inoculado foi colocado em cada tubo. Um
volume de 40 pl. do EEP ou de suas quatro fracdes (concentracoes finais
variando entre 1600 pg/mL a 12,5 pg/ml, com diluicao seriada de razao 2)
foi acrescentado em cada tubo, resultando em um volume final de 5 mL de
solucdo. Em seguida, os tubos foram agitados e incubados em estufa a 37°C

de temperatura, atmosfera parcial de 10% de CO,, por 24 horas.

ApOs a incubacdo, os tubos foram agitados e foi feita a leitura
através de um espectrofotometro (Figura 11) a 660 nm. Foram feitos trés
controles para todos os microrganismos: 1) meio de cultura inoculado de
bactéria, 2) meio de cultura inoculado de bactéria acrescido de 40 uL de
etanol 80 % (v/v) e 3) meio de cultura (sem inoculo) acrescido de 40 ul. dos
extratos (EEP ou fracoes), para cada uma das conceniracdes, sendo este

utilizado como “blank” para espectrofotometria. A CIM foi considerada a
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menor faixa de concentracdo do EEP e de suas fracdes em que niao houve
crescimento bacteriano visivel, ou seja, uma leitura da absorbancia a 660

nm, menor que 0,05.

4.2.5. Concentracgdo bactericida minima (CBM)

Para a determinacdo da Concentracio Bactericida Minima,
segundo técnica descrita por PHILLIPS (1991) e KOO et al. (2000b), foram
utilizadas placas de petri contendo meio de cultura BHI agar com 5% de

sangue de carneiro desfibrinado.

Baseando-se nos resultados obtidos no teste da CIM, utilizaram-
se como in6culo as suspensdes provenientes dos tubos que apresentaram
um resultado de leitura de absorbancia, a 660 nm, inferior a 0,05. As placas
foram semeadas utilizando 50 ul. de in6culo com auxilio de uma “Spiral-
plater” (Whittley Automatic Spiral Plater, DW Scientific®) (Figura 12), sendo
posteriormente incubadas em estufa a 37° (, atimosfera parcial de 10% de
CO, por 48 horas. A CBM foi considerada a menor concentracio do EEP e
das duas fracées (hexano e cloroformio) que apresentaram CIM em que néo
houve crescimento celular sobre a superficie do agar inoculado, ou seja,

99,9% de morte bacteriana.
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Figura 11 - espectrofotomefro Figura 12 - inoculacdo com o auxilio de
wma “Spiral Plater”

4.3. Inibicdo da adéréncia celular d superficie de vidro

Para determinar a inibicio da aderéncia celular, foi utilizada a
metodologia descrita por HAMADA & TORII (1978) e KOO et al. (2000h),

modificada.

Um volume de 100 ul. da suspensdo bacteriana descrita no item
4.2.2. foi inoculado em 100 ml. do meio BHI contendo 1% de sacarose, de
modo a obter uma concentracdo bacteriana em torno de 1-2 x 10° ufc/mlL,
sendo a mistura homogeneizada. Imediatamente apds a homogeneizacao,
um volume de 2480 ul. do meio foi colocado em cada tubo previamente
esterilizado. Um volume de 20 ul. do EEP e de suas fracdes foi entdo
acrescentado em cada tubo, resultando em um volume final de 2,5 mL de
solucdo. A concentracao final de cada extrato foi de % do valor da CIM para

cada microrganismo. Em seguida, os tubos foram suavemente agitados.
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Esses tubos foram inclinados em um angulo de aproximadamente
30° (Figura 13) e incubados em estufa a 37°C de temperatura, atmosfera
com 10% de CO,, por 18 horas. Foram feitos dois (2) controles para todos
os microrganismos: 1) meio de cultura inoculado de bactéria e 2) meio de

cultura inoculado de bactéria acrescido de 40 uL de etanol 80 % (v/v).

ApoOs a incubacdo, os tubos foram retirados cuidadosamente da
estufa, desprezado o contetudo, seguido de um processo de lavagem para
remover 0 meio de cultura e células nao aderidas ao tubo. Essa lavagem foi
feita com uma solucido tampao de fosfato de potassio 0,05 M; pH 6,8. Um
volume de 2 mlL deste tampao foi colocado no tubo, girando-o gentilmente
em torno de si mesmo e desprezando a solucdo, este procedimento foi
repetido por 3 vezes. Um volume de 5 mL dessa solucao tampao foi entao
colocado no tubo e aplicou-se no interior deste trés (3) pulsos de ultra-som
(Sonics & Material Inc. Vibracell®) (Figura 14) de 30 segundos, com
intervalos de 5 segundos cada, com poténcia de 40 W, seguido de vigorosa
agitacao para o desprendimento das células aderidas a superficie do vidro.
Foi feita a leitura da suspensado através de um espectrofotometro a 550 nm,
utilizando o tampao como “blank”. A inibicao total da aderéncia bacteriana

foi considerada quando a leitura de absorbancia foi menor que 0,05.
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Figura 13 - Tubos incubados com um Figura 14 - Sonics & Material Inc. Vibracell®
dngulo de 3(r

4.4. Atividade das GT¥Fs B, C, D e Ss purificadas
4.4.1. Obtencdo e purificacdo das GTFs

As GTFs B e D foram obtidas a partir do sobrenadante das
culturas de S. milleri KSB8, 0 qual contém o gene gifB e S. milleri NH5, o
qual contém o gene gifD e a GTFC a partir do S. mutans WHB 410, do qual
os genes gifB, gitfD e fif (frutosiltransferase) foram deletados. Além dos
trés tipos de GTFs propostos, a GTESs, recentemente purificada a partir do

S. sanguinis 804 (NCTC 10904), também foi avaliada.

Todos os sobrenadantes obtidos das culturas foram purificados
em colunas de hidroxiapatita 1X30 cm (MacroPrep ceramic Hydroxyapatite

Type-I, 80 nm-particle size, Biorad, Hercules, CA). As enzimas foram
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armazenadas a 4°C em tampdo Adsorption buffer - AB (50 mM KCl, 1,0 mM
KPG, 1,0 mM CaCIQ, 0,1 mM MgClz, pH 6,5) contendo 10% de glicerol. As
enzimas foram analisadas quanto ao grau de purificacdo, através de SDS-

PAGE.

A atividade da glucosiltransferase foi determinada pela
incorporacao do "C-glicose da sacarose marcada [“C-(glucosil)-sacarose;
NEN Research Products, Boston, MA] no glucano sintetizado (KOO er al

2000a).

Estas GTFs purificadas foram gentilmente cedidas pelo Centro de

Biologia Oral da Universidade de Rochester, Rochester, NY, EUA.

4.4.2. Atividade das GTFs em solucdo

Segundo técnica descrita por WUNDER & BOWEN (1999) e KOO et
al. (2000a), as GTFs B, C, D e Ss, individualmente, foram misturadas com o
EEP ou suas fracbes em concentracdo variando entre 0,078 a 5,0 mg/mL
para o extrato bruto e 25 a 400 pg/ml para as fracoes. Essas concentracoes
foram obtidas através de uma diluicao seriada de razdo 2. Ap6s este
procedimento, as amosiras foram incubadas com substrato de “C-
{(glucosil)-sacarose (200,0 mmol/L sacarose, 40 pmol/L dextrana 9000, 1,0
mmol/L PMSF, 0,02% de NaN, em tampao AB, pH 6,5). A concentracao final

de sacarose foi de 100 mmol/L (200 ul, volume final). Para o controle, a
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mesma reacdo foi feita, porém adicionou-se etanol 80% ao invés de EEPs e
suas fracoes, com concentracdo final de 8,0% para o EEP e 9,95% para as
fracdes. As amostras foram entdo incubadas a 37°C sob agitacdo por 4
horas. Ap6s a incubacdo, um volume de 1,0 mL de etanol a -20°C, foi
adicionado para precipitacio dos glucanos e as amostras foram
armazenadas por 18 horas .a 4°C, O glucano formado foi determinado por
cintilometria, com o auxilio de um cintilografo (Beckman LS-600 IC®)
(Figura 15). A porcentagem de atividade de GTF foi calculada considerando

0 controle como a maxima atividade enzimatica.

Figura 15 - Cintilografo Beckman
LS-600 IC®

4.4.3. Atividade das GT7Fs aderidas d superficie de

hidroxiapatita

As GTFs foram as mesmas utilizadas na avaliacdo da atividade

das GTFs em solucao (GTFs B, C, D e Ss). |
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Esferas de hidroxiapatita (Macro-Prep Ceramic Hudroxyapatite
Tipe 1 Bio-Rad®, 80 um) foram tratadas com saliva humana clarificada
(saliva total estimulada obtida de um Unico doador e centrifugada a
8500xg, 4°C, por 10 minutos) para a formacao da pelicula experimental
como detalhado por VENKITARAMAN et al. (1995), SCHILLING & BOWEN
(1998) e KOO et al. (2000a). Em seguida, a superficie de HA foi tratada com
300 pL do EEP ou das fracoes (nas mesmas concentracoes da analise em
solucao) por 30 minutos a 37°C. Para o controle, etanol 80% foi adicionado
ao invés do EEP ou das fracoes, com concentracao final de 8,0% para o EEP
e 9,95% para as fracdes. As esferas de HA foram lavadas e expostas a 300
ul do substrato *C-(glucosil)-sacarose, sendo posteriormente incubadas
por quatro horas a 37°C. Apos incubacdo, etanol (1,0 ml, -20°C) foi
adicionado em cada amositra e armazenado por 18 horas a 4°C. Os
glucanos foram quantificados como descrito na analise das GTFs em
solucao. A porcentagem de atividade de GTF foi calculada considerando o

controle como a maxima atividade enzimatica.

4.5. Andlise estatistica

Foram realizadas duplicatas de seis experimentos distintos para
0s testes antimicrobianos (teste de difusdao em agar, CIM e CBM) e para a
analise da inibicdc de aderéncia bacteriana em superficie de vidre. Para os

testes de inibicdo da atividade das GTFs, tanto em solucdo guanto aderidas
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a superficie de hidroxiapatita, foram realizadas triplicatas de trés

experimentos distintos.

Para analise estatistica do teste de difusdo em agar (halo de
inibicao), foi feita, inicialmente, uma analise de varidncia bifatorial através
do teste F, seguida de uma comparacao entre as meédias, utilizando o teste

de Tukey. Foi utilizado o programa Sanest’.

! ZONTA, E.P.; MACHADO, A.A. Sanest, Sistema de Analise Estatistica. Empresa de Pesquisa Brasileira
de Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG).
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5. RESULTADOS

s.1. Atividade antimicrobiana in vitro

Em todos os testes realizados, o extrato bruto e as fracodes

hexano e cloroformio apresentaram atividade antimicrobiana.

5.1.1. Teste de difusdo em dgar (halo de inibicdo)

Os resultados da determinacdo das zonas de inibicio estdo
demonstrados nas Tabelas 2 e 3. O extrato bruto, assim como as fracoes
hexano e cloroformio apresentarém zonas de inibicao de crescimento para
todos os microrganismos testados, diferindo estatisticamente do controle
negativo (etanol 80%) e das fracdes acetato de etila e etanol, que nao
apresentaram inibicdo bacteriana. A fracao hexano apresentou os maiores
valores de zona de inibicdo, diferindo-se estatisticamente dos outros
extratos testados para todos os microrganismos avaliados, com excecdo do
S. mutans 2 (em que nio houve diferenca entre a fracdo hexano e o extrato

bruto).

De um modo geral, os isolados clinicos recentes foram mais

resistentes do que os obtidos da cultura de colecdo.
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O S. mutans Ingbritt 1600 mostrou-se mais sensivel, diferindo
estatisticamente do isolado clinico recente §. rmutans 2. O S. mutans 1 nao
apresentou diferenca estatistica quando comparado aos outros dois

microrganismos desta espécie (Tabela 2).

Tabela 2
Meédias das zonas de inibicao de
crescimento bacteriano (mm) para S. mutans.

Extrato Bruto 6,03 44 A 557 40,32 248 5,51 + 0,51 ®®
Fracao Hexano 6,72 +0,74"* 6,31 +0,38 "8 5,99 + 0,56 P
Fracdo Cloroformio 578 +0,78*4  504+0,50"*  53940,57""
Fracio Acetato de Ltila 0,0 cA 0,0 cA 0,0 cA
Fracao Etanol 0,0 cA 0,0 cA 0,0 CA
Ftanol 80% 0,0 cA 0.0 A 0.0 cA

(Controle negativo)

0Os dados sdo meédias + desvio padrio de 6 repeticdes. Médias seguidas por Ietras
minusculas diferentes, na vertical, indicam que os tratamentos diferem estatisticamente.
Médias seguidas por letras maitsculas diferentes, na horizontal, indicam diferenca
estatistica na sensibilidade dos microorganismos. Teste Tukey (p<0,05).

Entre as cepas de S. sobrinus (Tabela 3), também houve diferenca
estatistica, sendo que o S. sobrinus 6715 mostrou ser a cepa mais sensivel.
Quanto aos isolados clinicos também houve diferenca estatistica com
relacdo ao extrato bruto e as fracdes hexano e cloroformio. O S. sobrinus 2
mostrou os menores valores de zona de inibicido, sendo o microrganismo

mais resistente desta espécie.
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Tabela 3
Meédias das zonas de inibicdo de
crescimento bacterigno (mm) para S. sobrinus

: TRy Ty ey -
Fracio Hexano 599 +0,57°*  5334+1,00P" 5,42 +0,50P¢
Fracio Cloroformio 4,84 +0,44**  476+0,72"%  4,29+0,36°"
Fracao Acetato de Ftila 0,0°¢ A 0,0 cA 0,0 cA

Fracio Etanol 0,0 cA 0,0°¢ A 0,0 cA

Etanol 80% 0,0 €A 0,0 0,0°*

(Controle negativo)

Os dados sdo médias + desvio padrido de 6 repeticdes. Médias seguidas por letras
minusculas diferentes, na vertical, indicam que os tratamentos diferem estatisticamente.
Médias seguidas por letras maitsculas diferentes, na horizontal, indicam diferenca
estatistica na sensibilidade dos microorganismos. Teste Tukey (p<0,05).

5.1.2. Concentracdo inibitoria minima (CIM)

Os resultados da CIM (Tabela 4), demonstram que o extrato
etan6lico da propolis bruta (EEP), assim como das fracdes hexano e
clorof(’)rmio, foram capazes de inibir o crescimento de estreptococos do
grupo mutans em baixas concentracdes. A fracdo hexano apresentou
menores CIMs que o extrato bruto e a fracdo cloroférmio e as fracoes
acetato de etila e etanol ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas
concentracoes testadas. Os valores das CIMs dos extratos da propolis bruta
e de suas fracodes para o S. sobrinus 6715 foram menores do que os obtidos
para os isolados clinicos recentes. Entretanto, o mesmo nao foi observado

para as diferentes cepas de mutans.
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Tabela 4
Valores da CIM do EEP e suas fracoes para
estreptococos do grupo mutans

Microrganismos Extrato Bruto  Fragdo Hexano  Fracio Cloroformio
8. mutans Ingbritt 1600 504100 25450 504100
S. mutans | 50 4100 25 450 304100
S. mutans 2 50 4100 25450 504100
S. sobrinus 6713 25 450 12,5425 25450
S. sobrinus 1 50 4100 25450 504100
S. sobrinus 2 504100 25450 50 4100

Os resultados estdo apresentados em faixas de concentracio em pg/ml.

1 indica que o valor da CIM esta entre as concentracdes especificadas no
intervalo.

5.1.3. Concentracdo bactericida minima (CBM)

Os resultados de CBM obtidos, expressos na Tabela 5,
demonstraram que a fracdo hexano se destaca, apresentando os menores
valores de concentracao bactericida minima para todos os microrganismos.
A fracado cloroférmio nao apresentou efeito bactericida nas concentracoes
testadas. O extrato bruto também naoc foi bactericida para o §. mutans

Ingbritt 1600 e S. mutans 2 nas concentracoes utilizadas.
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Tabela 5
Valores da CBM do EEP e suas fracdes para
estreptococos do grupo mutans

Microrganismos Extrato Bruto  Fragfio Hexano  Fragfio Clorofonmio
S. mutans Ingbritt 1660 > 1600 400 4 800 > 800
S. mutans 1 80011600 400800 > 800
S. mutans 2 > 1600 4004 800 > 800
S. sobrinus 6715 400 1 800 100 4 200 > 8§00
S. sobrinus 1 400 4 800 200 4 400 > 800
S. sobrinus 2 4004 800 200 4 400 > 800

Os resultados estdo apresentados em faixas de conceniracio em ug/ml.

1 indica que o valor da UBM estd entre as concentracdes especificadas no
intervalo.

5.2. Inibicdo da aderéncia celular a superficie de vidro

Os resultados, expressos na Tabela 6, demonstram que o extrato
bruto inibiu a aderéncia de todos os microrganismos a superficie do vidro
em concentra¢oes abaixo da CIM de cada extrato para cada microrganismo.
As fracdes hexano e cloroférmio também inibem a aderéncia para a
maioria dos microrganismos testados, sendo que a fracdo hexano

apresentou os melhores resultados.
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Tabela 6
Valores das Concentracoes em que houve Inibicao de
Aderéncia Bacteriana em Superficie de Vidro

Microrganismaos Extrato Brute  Fracgio Hexano  Fragfio Cloroformio
S. mutans Ingbritt 1600 95 450 > 257 >50
S. mutans | 25450 12,5425 25450
S. mutans 2 25 450 12,5425 25450
S. sobrinus 6715 12,5125 >12,5° - >25"
S. sobrinus 1 12,5425 12,5425 254 50
S. sobrinus 2 25450 12,5425 25450

Os resultados estdo apresentados em faixas de concentracio em ng/ml.

1 indica que o valor esta entre as concentracoes especificadas no intervalo.
tindica que a inibicdo da aderéncia bacteriana ¢ maior ou igual a CIM.

5.3. Atividade das Gtfs B, C, D e S. sanguis purificadas

5.3.1. Atividade das Gtfs em solucdo e aderidas d superficie

de hidroxiapatita

Os resultados da analise de inibicdo da atividade das Gtfs
purificadas estdo ilustrados nas Figuras 16 a 25. O EEP da propolis bruta
da Bahia, regido de mata atlantica, mostrou-se um potente inibidor de
todas as Gtfs analisadas, tanto em solucdo quanto aderidas a superficie de
hidroxiapatita. A atividade enzimatica de todas as Gtfs, quando analisadas
em solucdo, foi reduzida em mais de 80% em concentracbes do EEP
menores que 0,5 mg/mL. Para as Gtfs aderidas a superficie de

hidroxiapatita, o EEP também foi bastante eficiente, inibindo a atividade de
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todas as Gtfs nas concentracoes avaliadas, destacando-se a inibicao da
atividade das Gifs B e C em mais que 70% em concentracdes menores que

1,5 mg/ml.

Entre as guatro fracoes, a hexano e a cloroformio apresentaram
os melhores resultados, inibindo a atividade de todas as Gtfs analisadas
em solucao em aproximadamente 60 a 90% na concentracdo de 100 pg/ml.
Para as Gtfs aderidas a superficie de hidroxiapatita, estas fracdes inibiram
a atividade das Gtfs B e C em aproximadamente 50 a 60% em
concentracoes menores que 200 png/ml. As Gifs D e Ss também foram

inihidas, porém em menor escala.
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Figura 16 - Anélise do efeito do EEP na atividade das Gtfs em solucio.
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Figura 17 - Andlise do efeito do EEP na atividade das Gtfs aderidas a superficie de
hidroxiapatita.
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Figura 18 - Efeito das fracdes da propolis na atividade da GtfB em solucdo.
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Figura 19 - Efeito das fractes da propolis na atividade da GtfC em solucio.
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Figura 21 - Efeito das fracdes da propolis na atividade da GtfSs em solucéo.
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Figura 22 - Efeito das fracGes da propolis na atividade da GtfB aderida a superficie de
hidroxiapatita.
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Figura 23 - Efeito das fracdes da propolis na atividade da GtfC aderida a superficie de
hidroxiapatita.
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Figura 24 - Ffeito das fracdes da propolis na atividade da GUfD aderida a superficie de
hidroxiapatita.
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Figura 25 - Efeito das fracdes da propolis na atividade da GifSs aderida a superficie de
hidroxiapatita.
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6. DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que o extrato etandlico de algumas
propolis apresenta atividade antibacteriana (BONHEVI et al, 1994; GRANGE
& DAVEY, 1990; IKENO et al, 1991; PARK et al, 1998; STEINBERG et al.,
1996), assim como inibicao da atividade das GTFs (PARK et al, 1998;: KOO
et al, 2000a). Os flavonodides agliconas, até o momento, vém sendo
considerados como principais compostos ativos da propolis (GHISALBERT],
1979; BANKOVA er al, 1982, 1996; GRANGE & DAVEY, 1990; BONHEVI er
al, 1994; KOO et al.,, 1999), além de outros compostos, como os derivados
do acido cinamico e seus ésteres (IKENO et al, 1991; AGA et al, 1994;
TAZAWA et al, 1998; KOO et al, 1999) e os diterpenos (BANKOVA et al,

1996; MITAMURA et al., 1996).

A propolis proveniente da regidc de mata atlintica da Bahia,
classificada como tipo 6, cuja composicao quimica é diferente das propolis
brasileiras relatadas até o momento, apresenta em sua composicio,
constituintes apolares e auséncia dos flavonoides agliconas. No entanto,

esta propolis tem demonstrado uma potente atividade antimicrobiana.

Em acréscimo, a composicdo desta amostira de propolis é
bastante semelhante a da Venezuela (KOO et al, 2000b), caracterizada pela

presenca de benzofenonas poliprenilados (TOMAS-BARBERAN et al., 1993).
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Neste trabalho, os resultados das analises da atividade
antibacteriana para o extrato etanolico dessa propolis bruta (EEP)
demonstraram que a propolis do tipo 6 ¢ um agente antimicrobiano
bastante promissor, confirmando relatos da literatura (MOURA, 2000; KOO
et al, 2000b; ALENCAR et al, 2001) e ampliando as informacdes ja
existentes, de que a propolis estudada, além das atividades
antimicrobianas contra S. aureus e S. mutans, inibe o crescimento de
estreptococos do grupo mutans em baixas concentracoes, sendo

bactericida para a maioria dos microrganismos testados.

Além disso, o EEP foi capaz de inibir o crescimento tanto de
cepas de colecdo quanto de microrganismos isolados recentemente de
pacientes. Porém, houve diferenca estatistica entre as cepas, sugerindo a
existéncia de comportamentos diferentes entre uma mesma espécie de
microrganismo. Estes resultados podem ser considerados significativos,
uma vez que a maioria dos estudos atuais utiliza cepas de colecdo, que
como foi demonstrado, ndo estio mais se comportando como cepas da

mesma espécie, porém isoladas recentemente.

Analisando as fracdes desta propolis, observa-se que apenas as
fracbes hexano e cloroformio tiveram resultados significativos,
demonstrando que os compostos biologicamente ativos tém caracteristicas

apolares. Em acréscimo, foi possivel notar neste trabalho, a importancia do
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fracionamento da propolis, que, além de auxiliar numa possivel
identificacao dos compostos ativos, permitiu um ganho de atividade,
quando comparado ao extrato bruto, principalmente nos testes de inibicio

da atividade das GTFs.

0O mecanismo de acao antimicrobiana da propolis ainda nao esta
claro e, aparentemente, ¢ bastante complexo, podendo resultar do efeito
sinérgico de alguns compostos (BONHEVI et al, 1994: AMOROS et al,

1992a).

0Os possiveis compostos biologicamente ativos que estejam
modulando a atividade antibacteriana da propolis do tipo 6 ainda sao
desconhecidos. ALENCAR et al (2001), identificaram nesta propolis
benzofenonas poliisoprenilados, sendo que alguns trabalhos, como
BAKANA et al (1987) e LOKVAM ef al. (2000), demonstraram que estes
compostos apresentam um alto potencial antimicrobiano contra alguns
tipos de bactérias e fungos. Entretanto ndo ha relatos de estudos dos
benzofenonas poliprenilados em relacdo as bactérias relacionadas a placa e

carie dental.

Além da atividade antimicrobiana, observou-se que o FFP ¢ as
fraches hexano e cloroférmio inibiram a aderéncia bacteriana a superficie
de vidro para a maioria dos microrganismos, em concentracdoes menores

que a CIM. Esta capacidade de inibicaoc de aderéncia ¢ um indicativo da
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provavel inibicao da atividade das GTFs, principalmente aquelas que

produzem glucanos insoliiveis em agua (GTFB e GTFC).

Para confirmar esta hipotese, o EEP e as quatro fracoes (hexano,
cloroférmio, acetato de etila e etanol), foram analisados quanto a
capacidade de inibir as GTFs purificadas, tanto em solucio quanto aderidas
a superficie de hidroxiapatita. Os resultados demonstraram que tanto o
EEP quanto as fracoes hexano e cloroformio foram capazes de inibir, em
baixas concentracoes, as GTFs testadas. Entretanto, as aderidas a superficie
de hidroxiapatita mostraram-se mais resistentes. Isto esta de acordo com
trabalhos publicados por VACCA-SMITH & BOWEN (1998) ¢ WUNDER &
BOWEN (1999), que encontraram resultados semelhantes quando
compararam GTFs em solucdo e aderidas, sugerindo que estas enzimas,
guando aderidas, podem sofrer uma mudanca conformacional, o que
poderia levar a alteracoes de suas propriedades fisicas e cinéticas

(SHILLING & BOWEN, 1992; VENKITARAMAN et al,, 1995).

No entanto, a propolis analisada foi capaz de inibir as GTFs B e C,
quando aderidas a superficie de hidroxiapatita, na ordem de 50 a 60%,
sendo que as enzimas aderidas apresentam um papel primordial na
aderéncia de S. mutans e S. sobrinus e, consequentemente, na formacao e

acaimulo de placa dental cariogénica. Além disso, as enzimas aderidas
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demonstram maior resisténcia aos principais inibidores enzimaticos

conhecidos (VACCA-SMITH & BOWEN, 1997; WUNDER & BOWEN, 1999).

Quanto aos tipos de GTFs analisados, O EEP e as fracoes apolares
(hexano e cloroformio) foram capazes de inibir os quatre tipos de GTFs,
destacando-se a inibicao das GTFs B e C em superficie, que sdo as GTFs
responsaveis pela sintese de glucanos insoluveis (WUNDER & BOWEN,
1999), os principais responsaveis pela colonizacdo e acamulo de S. mutans

e §. sobrinus na superficie dental (HAMADA & SLADE, 1980).

Além disso, a inibicdo da GTFC € de extrema importancia, uma
vez que este é o tipo de GTF predominante na superficie de apatita, tendo
uma maior afinidade pela hidroxiapatita. Em acréscimo, embora o papel
das GTFs D e Ss ainda nao esteja claro, estas agem provavelmente como

primers para outras GTFs (VACCA-SMITH & BOWEN, 1998).

Os resultados obtidos neste estudo in vitro demonstraram que a
propolis do tipo 6, cujas caracteristicas quimicas sdo bastante particulares,
pode ter um efeito biolégico in vivo na prevencido da placa dental
cariogénica e carie dental. No entanto, sdo necessarios estudos in vivo
tanto em formacdo de placa quanto carie para maiores esclarecimentos.
Além disso, fica claro neste estudo que os compostos biologicamente
ativos tém caracteristicas apolares, sendo encontrados tanto na fracao

hexano quanto na cloroférmio, mosirando-se importante o isolamento e
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identificacdo destes compostos, assim como a analise de seus possiveis

mecanismos de acao.
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. CONCLUSOES

Os resultados dos testes de difusao em agar, CIM e CBM demonstram
que o FEP da Bahia, regido de mata atlantica (tipc 6) é um agente

antimicrobiano natural bastante promissor.

Verificou-se que as cepas de colecao S. mutans Ingbritt 1600 e S.
sobrinus 6715 mostraram diferenca no comportamento quando

comparadas com cepas da mesma espécie porém isoladas recentemente.

O EEP do tipo 6 ¢ um potente inibidor de todas as GTFs analisadas,

tanto em solucao gquanto aderidas a superficie de hidroxiapatita.

Os compostos biclogicamente ativos tém caracteristicas apolares, sendo

encontrados nas fracoes hexano e cloroférmio.
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