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RESUMO

A propoliséumaresina produzida por abelhasa partir
de diferentes plantas. Os dleos essenciais sdo produtos
do metabolismo secundério das plantas e usados durante
anos na medicina popular como antimicrobianos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de
susceptibilidade dos extratos etandlicos de propolis
oriundos dos Estados do Parand, Minas Gerais e S&o
Paulo e de dleos essenciais frente as bactérias cariogénicas
Streptococcus mutans e Lactobacillus casel usando o
método de difusdo em agar. Os resultados obtidos
indicam a prodpolis do estado de Minas Gerais como a
mais ativa de todas, o que leva a crer que a diferenca
observada na quantidade de proépolis produzida e a
diversidade dos metabdlitos secundarios, no produto,
podem estar associados com aregido de producdo e com
a estacdo climatica da coleta. Os 6leos essenciais
mostraram atividades significantes para os
micr or ganismos testados, alguns deles apresentando zona
deinibicdo maior que o do controle positivo.
Palavras-chave: propolis; atividade bactericida;
Streptococcus mutans; Lactobacillus casei; céries.

INTRODUCAO

Dentre as doencas que acometem a cavidade bucal
algumas sdo de origem infecciosa como a carie que € formada
por um processo de descalcificacao do esmalte denté&rio e da
dentina por ag&o de &cidos organicos formados por bactérias
fermentadoras, principalmente, Sreptococcus mutans e
Lactobacillus casei, que atuam sobre os carboidratos
introduzidos com a dieta alimentar do homem. Acredita-se
gue S. mutans esteja envolvido com o desenvolvimento inicial
dacarie, enquanto os lactobacilos sgjam os responséveis pelo
comprometimento da lesdo (Van Houte, 1993). Trés sdo 0s
fatores essenciais para o inicio do processo de carie: 0
hospedeiro (dente), a microflora (bactérias) e o substrato
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(alimentos ingeridos). Também devem ser considerados a
dieta ingerida, a condi¢do de mineralizagdo e aresisténcia
do dente (Keyes, 1962).

A microbiologia da placa bacteriana associada a
cariefoi estudada extensivamente nas Ultimas décadas (Bragd
et a., 1987; Slots & Listgarten, 1988; Dahlén et al., 1989),
sendo que muitos organismos podem participar desse
processo; entretanto, algumas bactérias sdo muito mais ativas
gue outras. S. mutans € um dos microrganismos orais mais
relacionados ao desenvolvimento das céries. O grupo mutans
adere-se a superficie dos dentes, fermentando carboidratos
ingeridos proporcionando a formag&o de acidos organicos
responsaveis pela desmineralizagéo inicial do esmalte
dentario, sdo considerados os mais cariogénicos, pois
produzem é&cido l&tico em grande quantidade a partir da
sacarose, sdo aciduricos, mantendo o metabolismo mesmo
em pHs baixos e formam polissacarideos intra e extracelulares
de reserva, além do polissacarideo extracelular insolGvel,
responsavel pela adesividade da placa bacteriana.
Posteriormente, sdo os lactobacilos, principalmente o L. casal,
0 causador de lesBes progressivas, com consegiiente formag&o
de cavidades (L oesche, 1986; Macpherson et al., 1992).

O fldor tem um papel muito importante no combate
e reducéo da carie, pois no meio bucal, o fllor aumenta a
solubilidade do esmalte dentério deixando-0 mais resistente
perante a presenca dos acidos gerados pelas bactérias
cariogénicas,; abranda a quebra do esmalte e acelera o
processo natural de remineralizag@o. O esmalte dos dentes é
solido e é composto por vérios filamentos juntos feitos de
minerais. As bactérias presentes na boca formam &acidos no
exterior do dente que se infiltram nos filamentos do esmalte.
Este processo de desmineralizagdo pode produzir um ponto
fraco na superficie do dente, denominado carie, o fluor usado
sob diferentes modalidades, como colutdrios bucais, vernizes
e dentifricios, tem afinalidade de aumentar aresisténciado
esmalte (Aradjo, 2000). A Unica preocupagdo com o
dentifricio fluoretado diz respeito a criancas menores de cinco
anos que ingerem em média 30% de pasta por escovacao. A
aplicacdo de fldor em criangas pode reduzir,
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significativamente, o risco de cérie. Todavia, seu aumento
€XCcessivo na corrente sangiiinea que pode ocorrer no
periodo de odontogénese, pode ocasionar a fluorose
dental, uma doenca que ocorre quando ha um excesso de
ingestdo de flUor durante a amel ogénese e que afeta grande
ndmero de criancas (Kramer et ., 1997; Villena & Corréa,
1998).

Atualmente, encontram-se no mercado, grande
variedade de cremes dentais com diversos sabores e cores a
fim de agradar ao publico infantil, contendo flUor, que ao
mesmo tempo em que € indispensavel para o controle da
carie, deve ter sua ingestdo rigorosamente controlada. Por
esse motivo, a procura por agentes com atividade bactericida
eficiente contra microrganismos cariogénicos, que ndo tragam
efeitos indesgjaveis é imprescindivel no combate a cérie
infantil.

A propolis é obtida a partir de umaresina que as
abelhas retiram das plantas e utilizam para fechar frestas
dacolméia, 0 que evita a entrada de vento frio e insetos,
impedindo a acdo de fungos e bactérias. Ao ser
transportada para as colméias pelas abelhas, aresina se
transforma em prépolis. Em paises de clima temperado
sd0 poucas as plantas que produzem essa resina, mas no
Brasil ha uma grande variedade delas como a propolis
verde ou marrom esverdeada, amarela, amarela escura,
castanho escuro, castanho claro e mais recentemente a
vermelha (Park et al., 2000; Trusheva et al., 2006). As
caracteristicas da prépolis variam conforme a espécie
vegetal visitada pelas abelhas, bem como o clima
predominante; ou seja, suacor, sabor, odor, consisténcia,
composi¢ao quimica e sua atividade biol 6gica dependem
das procedéncias das espécies vegetai s e das estacbes do
ano (Marcucci, 1995).

Os 6leos essenciais sdo produtos do metabolismo
secundario das plantas e sdo utilizados para protecéo e atrac&o
de polinizadores. Quimicamente sao derivados de
fenilpropandides ou de terpendides. Os terpendides sdo 0s
constituintes preponderantes nos 6leos essenciais, sendo 0s
mais freqlientes os monoterpenos (cerca de 90%) e os
sesquiterpenos. Grandes variages nas composicdes dos
06leos essenciais tém sido observadas, dependendo da origem
da planta, do estégio de desenvolvimento e da parte usada
para a destilac8o do éleo (Simdes et a., 2002).

A propalis e os 6leos essenciais tém sido usados ha
milhares de anos na medicina popular com varias finalidades,
dentre elas, bactericidas, contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas e como fungicidas (Quiroga et al., 2006;
Scazzocchio et al., 2006), porém sd0 poucas as pesquisas
desenvolvidas sobre a atividade inibitéria em bactérias
causadoras da cérie (Koo et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de
susceptibilidade dos extratos etandlicos de propolis oriundas
dos Estados do Parana, Minas Gerais e S8o Paulo e de 6leos
essenciais, frente as bactérias cariogénicas Streptococcus
mutans e Lactobacillus casei usando o método de difusdo
em &gar, para uma possivel incorporagdo em formulagdes
de pastas dentais infantis.
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MATERIAL E METODOS
Bactérias utilizadas

Foram utilizados os microrganismos Streptococcus
mutans, ATCC 25175 e Lactobacillus casei isolado a partir
do produto lacteo Y akult 40, utilizando-se 0 meio MRS (Man,
Rogosa and Sharpe).

Plantas utilizadas

Foram coletadas as folhas de citronela
(Cimbopogum nardus (L.) Rendle), flor e folhas de
lavanda (Lavandula angustifolia Mill.), poejo (Menta
pulegium L.), erva cidreira (Melissa officinalis L.),
guacatonga (Casearia sylvestris Sw.), lipia (Lippia alba
(Mill.) N. E. Brown) e horteld (Mentha piperita L.) no
herbério da Cooperativa de Cascavel (Copavel); frutos
do cravo daindia (Syzygium aromaticum L.) e cascas do
caule de canela (Cinnamomum zeylanicum L.) foram
adquiridos em supermercado.

Propolis utilizadas

Foram coletadas trés amostras de prépolis bruta
em apiérios localizados na cidade de Cascavel no Estado
do Parana, em S&o Gotardo, Minas Gerais e Séo Paulo,
SP. A extragdo foi realizada por maceracéo, com &lcool
etilico 96° GL, por um periodo de quinze dias, em seguida,
fez-se & filtragcdo e concentragdo do macerado em rota
evaporador, obtendo-se, assim, os extratos alcodlicos a
25%. Os extratos de propolis obtidos foram
acondicionados em frascos de vidro e armazenados em
geladeira.

Extracéo dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram extraidos a partir de 1509
das folhas secas e moidas de citronela, lavanda, pogjo, erva
cidreira, guacatonga, lipia e horteld, flor de lavanda, fruto do
cravo daindia e casca do caule de canela por hidrodestilagéo
em aparelho de Clevenger por um periodo de quatro horas.
Os dleos essenciais obtidos foram acondicionados em frascos
de vidro e armazenados em geladeira.

Padronizagdo das bactérias cariogénicas

Dos Streptococcus mutans cultivados em meio agar
Sangue (BHI 5% sangue), retirou-se, com alcade platina, uma
col6nia isolada da bactéria que foi transferida para um tubo
de ensaio contendo agar Nutriente (meio NA) inclinado, pelo
método de estrias continuas. Para o Lactobacillus casei, a partir
da placaonde foi adicionado 0,1mL do Y akult, retirou-se uma
coléniaisolada, com auxilio de uma alca de platina, que foi
inoculada em tubo de ensaio contendo meio agar MRS (Man,
Rogosa and Sharpe) inclinado em 4pice, pelo método de estrias
continuas. Os tubos foram incubados em estufa a 37°C, por
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24 horas. Apbs o crescimento das respectivas bactérias, fez-
se a padronizacdo do in6eulo para 0,5 da escala de McFarland
(1,5x 10° UFC/mL).

Atividade antimicrobiana

Os dleos essenciais e os extratos de prépolis foram
submetidos a ensaios de atividade antimicrobiana por
difusdo em &gar de acordo com a metodol ogia de Zacchino
(2001). Foram colocados em discos de papel de filtro com
5mm de didmetro e aplicados 5,0; 2,5; 1,25; 0,6; € 0,3 g/pL
dos 6leos essenciais e extratos de prépolis e 10 uL de
solucéo Digluconato de Clorexidina a 1% como controle
antimicrobiano. As placas contendo as bactérias
cariogénicas como microrganismos detectores foram
incubadas por 24 horas a 37°C para aleitura dos resultados.

RESULTADOS

O bioensaio de difusdo em &gar mostrou a agéo
inibitéria dos extratos de propolis e dos éleos essenciais pda
formagao de halo de inibigao em torno da &rea em que os discos

de papel foram colocados.

Observou-se que a amostra de extrato de prépolis
proveniente do estado do Parana ndo apresentou acdo
bactericida sobre os microrganismos testados, mesmo nas
mai ores concentractes ensaiadas.

Os extratos de propolis proveniente das regides de
Minas Gerais e S8o Paulo mostraram atividade
antimicrobiana para 0 microrganismo S. mutans a partir de
concentracdo equivalente 20,6 pg/ L. Entretanto, a prépolis
de Minas Gerais foi a que se mostrou mais ativa de todas,
com a formag&o de halos de inibigdo um pouco maior em
relacdo a prépolis de Sdo Paulo.

Os 0leos essenciais de guagatonga, erva cidreira,
citronela, cravo, lavanda (flor), lavanda (folha) e hortela
apresentaram atividade para o microrganismo L. casei, sendo
que o 6leo essencid de lipia apresentou halo de inibi¢do maior
gue o do controle (Tabela 1).

Em relacdo aos 0Oleos essenciais, os 6leos de
guagatonga, lipia, citronela, canela, cravo, poegjo e horteld
apresentaram atividade para o microrganismo S. mutans,
sendo que os 6leos essenciais de citronela e cravo
apresentaram halos de inibi¢do maiores que o controle nas
concentragdes de 5,0 2,5 pg/L (Tabela 2).

Tabela 1 - Atividade bactericida de dleos essenciais e extratos de propolis

para o microrganismo L. casei.

Concentragdes (ug/uL)®
Amostras 5,0 2,5 1,25 0,60 0,30 Control€°

Halo de inibicdo em mm
Guagatonga 9,0 7,0 6,0 na n/a 19,0
Ervacidreira 8,0 7,0 n/a na n/a 19,0
Lipia 18,0 16,0 9,0 7,0 50 15,0
Citronela 10,0 9,0 7,0 6,0 n/a 17,0
Canela n/a na n/a na n/a 19,0
Cravo 7,0 na n/a na n/a 18,0
Lavanda (flor) 12,0 10,0 9,0 8,0 7,0 19,0
Lavanda (folha) 10,0 8,0 7,0 6,0 6,0 19,0
Pogjo n/a n/a n/a n/a n/a 19,0
Horteld 15,0 9,0 7,0 7,0 n/a 19,0
PrépolisMG n/a n/a n/a n/a n/a 19,0
Prépolis SP n/a n/a n/a n/a n/a 19,0
Prépolis PR n/a n/a n/a n/a n/a 19,0

2Média de trés repeticies; P Clorexidina: concentragdo do

controle =10 pg/ L; nfa= ndo ativo.

Tabela 2 - Atividade bactericida de 6leos essenciais e extratos de propolis

para o microrganismo S. mutans.

Concentracdes (ug/uL)®
Amostras 5,0 2,5 1,25 0,60 0,30 Controle”

Halo deinibicdio em mm
Guagatonga 12,0 6,0 n/a n/a n/a 18,0
Ervacidreira n‘a n/a n‘a n‘a n/a 12,0
Lipia 7.0 5,0 n‘a n‘a n/a 12,0
Citronela 25,0 21,0 n/a n/a n/a 16,0
Canela 24,0 19,0 8,0 6,0 n/a 14,0
Cravo 9,0 n/a n/a n/a n/a 14,0
Lavanda (flor) n/a n/a n/a n/a na 13,0
Lavanda (folha) n/a n/a n/a n/a na 13,0
Pogjo 9,0 7,0 n‘a n‘a n/a 13,0
Hortela 7.0 n/a n‘a n‘a n/a 16,0
PrépolisMG 15,0 13,0 12,0 10,0 n/a 10,0
Prépolis SP 13,0 12,0 11,0 8,0 n/a 10,0
Prépolis PR n/a n/a n/a n/a n/a 10,0

2Média de trés repeticoes; ® Clorexidina: concentracdo do controle=10 ¢/ L; n/a

= ndo ativo.
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Os 6leos essenciais de guacatonga, lipia, citronela, cravo,
€ hortel & apresentaram atividade para os dois microrganismos
testados em diferentes concentragdes (Tabelas 1 e 2).

DISCUSSAO

O uso de pastas dentais com produtos naturais €
recente no mercado nacional e voltado apenas para o publico
adulto, com algumas marcas apresentando grande aceitacéo
pelos consumidores em geral (Rosell et al., 2004). Estudos
preliminares relatam que algumas plantas tém agdo anti-
séptica e bactericida, sendo eficientes na promocédo da salide
bucal e no controle de doengas bucais podendo ser utilizados
narotinaprofilética (Mullaly et al., 1995).

De acordo com os resultados obtidos verificou-se
gue o extrato de prépolis proveniente do Estado de Minas
Gerais apresentou maior atividade bactericida paraS. mutans
sendo superior ao do Estado de S&o Paulo e do Parana. Esses
resultados sdo um indicativo das diferencas na producéo e
diversidade de metabdlitos secundarios da prépolis associadas
com as regides e as estagBes em que foram produzidas. Muitos
trabalhos relatam a atividade antibactericida de extratos de
prépolis sobre bactérias que causam doencas periodontais
associados principalmente a S. mutans mas ndo a0 L. casel
(Gebaraet a., 2002; Leitéo et al., 2004).

Os Gleos essenciai's andlisados também apresentaram
atividade biol 6gica significativa para os microrganismosL.casei
e S. mutans sendo que os éleos essenciais de citronela e canela
foram os que apresentaram maior atividade em relagdo ao controle.

De acordo com resultados observados os extratos
de propolis ndo apresentam atividade paral. casei, portando
para uma formulag@o dental mais efetiva que combata as
causas primérias da cérie, estes extratos deverdo ser utilizados
em associacdo aos 6leos essenciais que apresentaram
atividade para os dois microrganismos, podendo desta forma
Ser uma excelente promessa como agente anticarie e antiplaca
na rotina profil&tica em criangas de zero a cinco anos.
Entretanto novos testes in vitro deverdo ser realizados para
a determinagdo da concentragcdo mais efetivaein vivo para
comprovacdo da eficacia das formul agdes.
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ABSTRACT

Antimicrobial activity of essential oils and propolis
against oral pathogens

Propolis is a natural composite balsam, produced by
honey bees (Apis melifera) from the gum of various
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plants. Essential oils and their components are products
of the secondary metabolism of plants, used for many
yearsin folk medicine, principally, as antimicrobial. The
aim of the present work was to analyze the differences
in the antimicrobial activity of propolis obtained from
three different regions of Brazil (Minas Gerais, Parana
and Sao Paulo Sates) and of essential oils, using agar
diffusion methods to test them against cariogenic
micr oor ganisms Streptococcus mutans and Lactobacillus
casei. The results showed that the propolis from Minas
Gerais State was mor e active than that from the others,
and implied that the existing differencesin the amount
of propolis produced and diversity of secondary
metabolites in the product may be associated with the
region of production and the climatic season of collection.
The essential oilsdisplayed significant inhibitory activity
against the microorganisms tested, showing larger
inhibition zones than the positive control.

Keywords: propolis; antibacterial activity; Streptococcus
mutans; Lactobacillus casel; caries.
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