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RESUMO

Tratou-se de um estudo laboratorial in vitro onde se objetivou avaliar o
potencial antimicrobiano de uma solucdo a base do extrato de propolis
vermelha sobre a adesdo de biofiimes de Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922), cultura mista de cavidade oral
(CMCO), Candida albicans (URM 6547) e Candida tropicalis (URM 6947) em
fios de sutura do tipo seda. Fragmentos de 1 cm do fio de seda foram mantidos
em tubos Falcon inoculados separadamente com duas espécies de bactérias,
duas de leveduras e uma cultura mista de cavidade oral e incubados em estufa
microbiologica por 96 horas para as bactérias e CMCO e 120 horas para as
leveduras a fim de obter a formacdo dos biofilmes. Preparou-se solucdes
hidroalcéolicas de prépolis vermelha nas concentragbes de 1, 5 e 10 mg/ml.
Apos formacdo do biofilme, adicionou-se 1ml da solucdo de propolis nas
concentracdes supracitadas aos fios de seda que foram transferidos para tubos
Falcon esterilizados. Estes foram incubados por 24 (bactérias e CMCO) e 48
horas (leveduras). Decorrido o periodo de incubacéo, os fios de sutura tratados
com a solucédo, bem como os grupos nao tratados foram colocados em placas
de Petri com meio de cultura sélido por mais 24/48 horas para verificar o
potencial antimicrobiano da solucdo. A solucdo hidroalcéolica de propolis
vermelha na concentragdo de 5mg/mL foi a menor concentracdo testada que
inibiu o crescimento dos micro-organismos testados apos 24/48 horas de
tratamento. A solucdo de 10mg/mL também inibiu o crescimento de todos os
micro-organismos e o0s fios que ndo receberam a solucdo de prépolis,
apresentaram crescimento microbiano em todos os grupos. Concluiu-se que a
solucéo de propolis vermelha do sertdo alagoano mostrou-se eficaz no controle
dos micro-organismos testados, sugerindo uma possibilidade da realizacéo de
novos estudos. No entanto, os presentes resultados apontam uma alternativa
para melhoria na inibicdo da retencdo microbiana nos fios de seda.
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INTRODUCAO

A cavidade oral € a regido que apresenta maior microbiota em relacéo a
outros sitios corporais sendo habitado por iniUmeras espécies bacterianas que
vivem em harmonia com o hospedeiro e apenas em casos de descontrole
dessa microbiota haverd alguma alteracdo (Brendan et al.,, 2011; Rafetto;
Synan, 2012).

Apds procedimentos invasivos como em exodontias complicadas, ocorre
alteracdo dessa microbiota e para coaptacdo das bordas incisadas, manobras



de sintese sdo necessarias para uma melhor cicatriza¢do da ferida, controle de
hemorragia e infeccdo no pdés-operatério (Brendan et al., 2011). Este ato €
efetivado por meio de variados tipos de fios de sutura, associados a manobras
especificas para sua realizacéo (Cabral et al., 2012).

Os fios de sutura séo classificados de acordo com a sua absorcéo, origem e
namero de filamentos, e seu uso ainda é controverso devido as suas
caracteristicas especificas e capacidade de produzir reacao inflamatéria nos
tecidos, além de adesdo bacteriana; sendo assim, uma possivel fonte de
contaminacdo (Araujo et al., 2009). Essa adesao depende ndo somente dos
micro-organismos presentes na cavidade oral, mas também da composi¢éo do
material de sutura, onde tal proliferacdo bacteriana sera maior nos fios de
sutura multifilamentados (Bucci et al., 2016).

Dentre o arsenal de materiais de sutura disponiveis, os mais utilizados para
emprego na cavidade oral sdo os fios de seda e nylon, devido ao seu baixo
custo e ter uma boa aceitabilidade na maioria dos casos (Edmiston et al., 2006;
Bucci et al., 2016; Lovino et al., 2017).

Os fios de seda possuem baixo custo, boa resisténcia a tensao, fixacdo
satisfatoria do ndé e baixa reacdo inflamatoria. Porém sua estrutura
multiflamentar favorece a aderéncia de residuos e atua como veiculo de
conducdo de material séptico do meio bucal para a ferida cirdrgica.
Diferentemente dos fios de nylon que séo derivados das poliamidas que € um
material de sutura isento de capilaridade e coeficiente de friccdo baixa o que
promove um menor acumulo de biofilme em sua estrutura (Gonsales et al.,
2006).

Por esse motivo, os profissionais da area da saude podem lancar mao de
artefatos para minimizar o acimulo de bactérias nos fios de sutura (Cabral et
al., 2012). A propolis, devido a sua composicdo quimica com flavonoides,
acidos aromaticos e ésteres possui propriedades antimicrobianas, antivirais e
antioxidantes. (Bispo Janior et al., 2012).

A prépolis vermelha do sertdo alagoano diferencia-se das demais devido a
sua composicao quimica e quando comparada aos extratos norte-americanos
possui uma atividade mais eficaz no controle de bactérias gram-positivas, que
estdo presentes na cavidade oral (Cabral et al., 2012).

Esse estudo teve por finalidade verificar, in vitro, se o extrato de propolis
vermelha do sertdo alagoano diminuiria a aderéncia de biofilme nos fios de
sutura tipo seda em micro-organismos presentes na cavidade oral.

MATERIAIS E METODOS

Esse estudo tratou-se de um estudo experimental laboratorial in vitro.
Micro-organismos

Os micro-organismos selecionados para esse estudo foram
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), uma
cultura mista isolada de cavidade oral (CMCO), Candida albicans (URM 6547)
e Candida tropicalis (URM 6947).



A cultura mista isolada de cavidade oral foi coletada por meio de
esfregaco realizado com swab esterilizado nas regides de lingua e assoalho de
boca de um voluntario. O swab foi dispensado em tubo de ensaio contendo
caldo triptona de soja (TSB) e incubado a 37 °C durante 24 horas. Apds a
incubacédo, o indculo foi pipetado em criotubos contendo 15% de glicerol para
gue fosse mantido em estoque congelado.

Este estudo teve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos  com parecer sob o namero 2.810.645 (CAAE:
94407918.4.0000.5203).

Fios de sutura
O fio de sutura do tipo seda 3-0 selecionado para esse estudo foi da
marca TecNew® (TecNew, Rio de Janeiro-RJ/Brasil).

Extrato de propolis

Utilizou-se o extrato etandlico de prépolis vermelha coletada no Sertdo
Alagoano nas concentragcdes de 1mg/ml, 5mg/ml e 10mg/ml. Durante o
experimento foi preparada uma solugéo estoque de 10 mg/ml do extrato com
alcool etilico absoluto e agua destilada na proporcdo de 1:1, a partir da qual
foram realizadas as diluicbes das outras concentragdes testadas.

Avaliacdo do potencial antimicrobiano

Os fios de sutura foram divididos em fragmentos de 1 cm, utilizando luvas,
tesouras e pincas estéreis, totalizando 63 fragmentos divididos em grupos
conforme demonstrado na tabela 1.

Para a formacédo do biofilme, os in6culos foram diluidos 1:100 em caldo
TSB (para as bactérias e CMCO) e Sabourad (para as leveduras) e os
fragmentos de fio de sutura depositados nos tubos tipo Falcon com 1 ml dos
in6culos diluidos. Estes tubos foram incubados por 24 horas para as bactérias
e CMCO e 48 horas para as leveduras, em 37°C. Para as bactérias e CMCO, a
troca de meio de cultura liquido foi realizada a cada 24 horas e para as
leveduras a cada 48 horas.

Apos as trocas dos meios de cultura a cada 24 horas durante 96 horas para
as bactérias e CMCO, observou-se a formacéo de biofilme nos fios de seda.
Para as leveduras, as trocas foram realizadas a cada 48 horas e a formacédo do
biofilme foi observada apds 120 horas de incubacéo.

Formado o biofilme, os fios de seda a serem tratados com as solu¢des de
propolis foram colocados em novos tubos Falcon estéreis contendo as
concentracbes estudadas e ficaram em tratamento por 24 horas para as
bactérias e CMCO e 48 horas para as leveduras. Ap6s decorrido o tempo de
tratamento com a solucdo hidroalcéolica de prépolis vermelha, os fios foram
colocados em placas Petri com Agar Mueller Hinton para verificar se ainda
existiam micro-organismos viaveis. Utilizou-se como controle, fragmentos de fio
de sutura sem imersdo na solucéo de propolis. Os testes foram realizados em
triplicata.

RESULTADOS



Obtidos através de método visual, os resultados mostraram a aderéncia
microbiana dos fios de sutura do tipo seda 3-0 previamente contaminados com
cepas de duas bactérias, uma cultura mista de cavidade oral e duas leveduras.

A tabela 2 demonstra os resultados encontrados a partir das trés
concentragdes da solucdo hidroalcoolica de propolis vermelha frente os micro-
organismos testados. Observou-se que os grupos controle GC1, GC2 e GC3
que nao possuiam micro-organismos, n&o apresentaram crescimento
microbiano, pois tratavam-se dos meios de cultura estéreis, mostrando que nao
houve contaminagdo por outros micro-organismos nos fios de sutura. Os
grupos controle GC4 a GC8 no qual foram formados biofilmes nos fios de seda
apresentaram crescimento microbiano ao serem inoculados nas placas de Petri
contendo Agar Mdueller Hinton.

Os grupos testes, ap6s a formacéo do biofilme, entraram em contato
com a solucdo de propolis para avaliacdo do potencial antimicrobiano. Os
grupos teste onde foi utilizada a menor concentracdo de propolis testada
(Img/ml) apresentaram crescimento microbiano ao serem inoculados em meio
solido.

Os grupos teste onde foram utilizadas as concentracdes hidroalcéolicas
de prépolis com 5mg/ml e 10mg/ml apresentaram inibicdo de crescimento
microbiano.

DISCUSSAO

Devido a preocupacdo com a resisténcia bacteriana, e os efeitos
colaterais causados pelo uso indiscriminado de antibiéticos, tem se buscado
novos agentes antimicrobianos alternativos (Rufato et al., 2018). Nessa
perspectiva, o uso de agentes naturais vem sendo estudado para o controle de
micro-organismos patogénicos, como nos trabalhos de Alencar et al. (2007) e
Meimand et al. (2008), que analisaram a eficacia da propolis vermelha
alagoana frente micro-organismos envolvidos com infecgdes orais.

Terapias anti-infecciosas complementares foram propostas para se
minimizar o acumulo de placa bacteriana em biomateriais (Gazivoda et al.,
2015). Solucgdes orais como digluconato de clorexidina a 0,12% minimizam a
aderéncia bacteriana em fios de sutura multifilamentares, auxiliando no
processo de cicatrizacdo e uma menor reacao inflamatéria. Outro achado, foi a
utilizac@o da prépolis vermelha, que é composta por material resinoso contendo
compostos quimicos que atuam no controle microbiano (Banche et al., 2007).
Neste estudo buscou-se observar o potencial antimicrobiano da propolis
vermelha em fios de sutura do tipo seda.

O uso de antissépticos para o controle da adesdo de micro-organismos
aos fios de sutura € uma conduta importante, reduzindo os riscos de
bacteremia transitoria (Rufato et al., 2018). Nesse trabalho, o uso da solucéo
de prépolis vermelha do sertdo Alagoano apresentou resultados positivos para
a reducao na contaminacéo dos fios de sutura, podendo ser um agente redutor
de infec¢bes pos-operatorias.

Segundo De Castro et al. (2015) e Da Cruz et al. (2017), a acgao
antimicrobiana do extrato etanolico de propolis vermelha com concentracéo de
1 mg/ml frente Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva com largo
espectro de patogenicidade, foi eficaz apdés 24 horas de tratamento. Esse
resultado difere do encontrado nesse estudo onde néo foi observado inibicdo
do crescimento de nenhum dos micro-organismos testados na concentracao de



1 mg/ml nos fios de sutura expostos ao extrato de propolis vermelha alagoana.
Neste estudo identificou-se resultado semelhante para a mesma bactéria
apenas nas concentracdes de 5 mg/ml e 10 mg/ml. Divergéncia essa que pode
ser justificada pela diferenca de compostos fitoquimicos encontrados na
propolis relacionada a area geografica de onde a mesma foi coletada.

Vargas e colaboradores (2004) avaliaram in vitro o potencial
antimicrobiano do extrato etandlico da prépolis vermelha frente E.coli, patégeno
Gram-negativo pertencente a microbiota do trato gastrointestinal e que pode
ser encontrada na cavidade oral, encontraram resisténcia dessa espécie ao
extrato testado. Resultado divergente do estudo de Bankova e colaboradores
(1995), onde a solugéo etandlica de propolis vermelha apresentou inibicdo de
E.coli com CIM de 5 mg/ml, corroborando com o que foi encontrado nesse
estudo.

A atividade antimicrobiana da propolis vermelha pode se explicada pela
presenca de compostos quimicos como fendlicos e flavonoides, onde quanto
mais compostos, maior sera o grau de inibicdo (Cabral et al., 2012). Em relacdo
aos micro-organismos testados, ndo houve diferenca entre as bactérias gram-
positivas ou gram-negativas, ja que ambas ndo apresentaram crescimento com
a solucéo de prépolis na mesma concentracao. Estes resultados mostraram-se
divergentes ao estudo de Bispo junior e colaboradores (2018), onde foram
encontradas CIM distintas entre E. coli e S. aureus sendo menores para 0s
Gram-positivos e com maiores efeitos antimicrobianos (Sena-Lopes et al.,
2018; Bispo et al., 2018).

Em relacdo ao potencial antifungico no combate de Candida albicans e
Candida tropicalis, Siqueira e colaboradores (2015) em seu estudo, utilizaram
extrato acetandlico de prépolis vermelha Alagoana e encontraram CIM de 5
mg/ml o que se mostrou equivalente a esse estudo que utilizou extrato
etandlico.

Lima e colaboradores (2014) em seu estudo evidenciaram a eficacia da
clorexidina 0,12%, utilizada para bochechos pos cirdrgicos, ja que trata-se de
uma solucdo bactericida que atua na diminuicdo da placa bacteriana.
Entretanto foram observados efeitos adversos quanto ao uso da clorexidina
0,12% na cavidade oral, como pigmentacdo e alteracdo de paladar. Por este
motivo, outras substancias estdo sendo testadas como agente antiplaca o que
corroboram com o presente estudo, onde a prépolis vermelha foi avaliada e
demonstrou resultados satisfatérios no fio de seda.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a solucdo do extrato
etandlico de propolis vermelha mostrou-se eficaz no combate aos micro-
organismos utilizados neste estudo.

Porém se faz necesséario novos estudos que avaliem mecanismos de
liberacdo lenta em fios de sutura contendo a solucdo de propolis vermelha
alagoana in vivo para se avaliar o real potencial desse composto em reduzir ao
maximo a contaminacdo do material de sintese, favorecendo a cicatrizacao das
feridas cirargicas e reducéo de infec¢des pds-operatorias.
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TABELAS

Tabela 1: Grupos experimentais

GC1
GC?2
GC3
GC4
GC5
GC6
GC7
GC8
GT1
GT2
GT3
GT4
GT5
GT6
GT7
GT8
GT9
GT10
GT11
GT12
GT13
GT14

GT15

Grupos controle (GC)
Fio de sutura + Meio de cultura estéril + tratamento SPV 1mg/mi
Fio de sutura + Meio de cultura estéril + tratamento SPV 5 mg/ml
Fio de sutura + Meio de cultura estéril + tratamento SPV 10 mg/ml
Fio de sutura + In6culo Staphylococcus aureus ATCC 25923 (sem
tratamento SPV)
Fio de sutura + Indculo Escherichia coli ATCC 25922 (sem tratamento
SPV)
Fio de sutura + Indculo Candida albicans URM 6547 (sem tratamento
SPV)
Fio de sutura + In6culo Candida tropicalis URM 6947 (sem tratamento
SPV)
Fio de sutura + In6culo CMCO (sem tratamento SPV)

Grupos teste (GT)

Fio de sutura + In6culo Staphylococcus aureus ATCC 25923 +
tratamento SPV 1mg/ml
Fio de sutura + In6culo Staphylococcus aureus ATCC 25923 +
tratamento SPV 5mg/ml
Fio de sutura + In6culo Staphylococcus aureus ATCC 25923 +
tratamento SPV 10mg/ml
Fio de sutura + In6culo Escherichia coli ATCC 25922 + tratamento
SPV 1mg/ml
Fio de sutura + In6culo Escherichia coli ATCC 25922 + tratamento
SPV 5mg/ml
Fio de sutura + In6culo Escherichia coli ATCC 25922 + tratamento
SPV 10 mg/ml
Fio de sutura + In6culo CMCO + tratamento SPV 1mg/ml
Fio de sutura + In6culo CMCO + tratamento SPV 5mg/ml
Fio de sutura + In6culo CMCO + tratamento SPV 10mg/ml
Fio de sutura + In6culo Candida albicans URM 6547 + tratamento SPV
1mg/ml
Fio de sutura + In6culo Candida albicans URM 6547 + tratamento SPV
5mg/ml
Fio de sutura + In6culo Candida albicans URM 6547 + tratamento SPV
10mg/mi
Fio de sutura + In6culo Candida tropicalis URM 6947 + tratamento
SPV 1mg/mi
Fio de sutura + In6culo Candida tropicalis URM 6947 + tratamento
SPV 5mg/ml
Fio de sutura + In6culo Candida tropicalis URM 6947 + tratamento
SPV 10mg/ml

SPV= solucao de propolis vermelha.



Tabela 2: Resultados da solucéo de propolis vermelha frente os fios de sutura
contaminados

Grupo Crescimento microbiano
GC1 N&o
GC2 Nao
GC3 N&o
GC4 Sim
CG5 Sim
CG6 Sim
CG7 Sim
GC8 Sim
GT1 Sim
GT2 Nao
GT3 N&o
GT4 Sim
GT5 Nao
GT6 N&o
GT7 Sim
GT8 N&o
GT9 N&o

GT10 Sim
GT11 Nao
GT12 Nao
GT13 Sim
GT14 Nao

GT15 N&o




