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RESUMO

Os estudos com produtos naturais tém crescido nos ultimos anos na odontologia. Com isso, no
contexto atual, os produtos obtidos da apicultura sdo destacados por apresentarem compostos
bioativos e com potente atividade farmacoldgica. Nessa perspectiva, o mel e geoprdpolis
produzidos pelas abelhas sem ferrdo, sdo reconhecidos como produtos naturais que apresentam
diversas finalidades terapéuticas, despertando o interesse na pesquisa. O objetivo deste estudo
foi avaliar a atividade antiaderente do mel e geopropolis, produzido pela abelha sem ferrdo
Melipona scutellaris, sobre as cepas patogénicas de Enterococcus faecalis e Escherichia coli.
No experimento foi empregada a técnica da Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA). As amostras foram coletadas de melipondrios na cidade de Bonito-PE. Para a
realizacdo da técnica utilizou-se uma amostra de mel na concentracao de 60% e uma amostra
de extrato etandlico de geoprdpolis. Os ensaios laboratoriais foram realizados utilizando a
técnica de tubos inclinados, na presenca de 5% de sacarose e a leitura da CIMA foi executada
por meio da andlise observacional na superficie do vidro comparando com o controle positivo
(clorexidina 0,12%), seguindo os métodos de referéncia. Os resultados da avaliacdo
demonstraram que esses produtos naturais ndo impediram a formagao do biofilme das bactérias
em estudo, diferentemente do controle positivo que apresentou CIMA de 1:1 e 1:8, para E.
faecalis e E. coli, respectivamente. Tendo em vista esses resultados, tornam-se necessarios a
realizacdo de mais estudos avaliando o potencial antiaderente desses produtos naturais.

Palavras-chave: Abelhas. Mel. Microbiologia. Odontologia.



ABSTRACT

Studies with natural products have grown in recent years in dentistry. Thus, in the current
context, the products obtained from beekeeping are highlighted for presenting bioactive
compounds and with potent pharmacological activity. In this perspective, honey and
geopropolis produced by stingless bees are recognized as natural products that have several
therapeutic purposes, arousing interest in research. The aim of this study was to evaluate the
non-stick activity of honey and geopropolis, produced by the stingless bee Melipona scutellaris,
on pathogenic strains of Enterococcus faecalis and Escherichia coli. In the experiment, the
Minimal Inhibitory Concentration of Adhesion (CIMA) technique was used. Samples were
collected from meliponaries in the city of Bonito-PE. To carry out the technique, a sample of
honey at a concentration of 60% and a sample of ethanolic extract of geopropolis were used.
Laboratory tests were performed using the tilted tube technique, in the presence of 5% sucrose,
and the CIMA reading was performed through observational analysis on the glass surface
compared to the positive control (0.12% chlorhexidine), following the reference methods. The
results of the evaluation showed that these natural products did not prevent the formation of the
biofilm of the bacteria under study, unlike the positive control, which presented CIMA of 1:1
and 1:8, for E. faecalis and E. coli, respectively. In view of these results, it is necessary to carry
out more studies evaluating the non-stick potential of these natural products.

Keywords: Bees. Dentistry. Honey. Microbiology.
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1 INTRODUCAO

A cavidade oral abriga aproximadamente metade de toda microflora presente no corpo
humano, o que compreende diversas espécies de fungos, virus e bactérias (DEWHIRST et al.
2010; PALMER, 2014). Estes microrganismos colonizam naturalmente tecidos moles e
superficies dentais, entretanto, uma situagdo de desequilibrio pode favorecer a formagdo de
biofilmes patogénicos, que por sua vez sdao considerados como um dos principais fatores
etiolégicos de doengas bucais, como a carie e doenga periodontal (BEIKLER; FLEMMIG,
2011). De acordo com Martins et al. (2012), existe uma associagdo direta entre a competéncia
da higiene oral, a quantidade e qualidade do biofilme dentério, a prevaléncia e gravidade de
doencas bucais.

O biofilme dental organiza-se no interior de uma matriz extracelular de polissacarideos
e desenvolve-se pela colonizacdo de bactérias, de forma ordenada, sob a superficie dental, sendo
caracterizado como uma estrutura complexa e dindmica (MARSH, 2004). Furiga et al. (2008),
relataram que produtos do metabolismo da sacarose além de serem importantes para a nutri¢ao
desses microrganismos, também proporcionam a adesdo sobre a superficie dos dentes.
Outrossim, alguns microrganismos patogénicos possuem a capacidade de se aderir na parede do
sistema de canais radiculares formando um biofilme (CARR et al. 2009). E o caso de espécies
bacterianas comumente encontradas em infeccdes endodoOnticas secundérias, como a
Escherichia coli e Enterococcus faecalis (SIQUEIRA; ROCAS, 2009). Diante dessa
perspectiva, estudos de compostos e extratos naturais t€ém sido realizados visando a obtengao
de agentes antimicrobianos, que proporcionem a prevencio de afecgdes orais (JOSE et al. 2011;
LIMA et al. 2018).

Os produtos naturais chamam atencdo pelas propriedades farmacoldgicas e por
apresentarem bastante aceitacdo popular (FURUKO, 2012). Pesquisas utilizando esses produtos
tém sido crescentes nos ultimos anos na odontologia (ABREU-PINHEIRO et al. 2012;
AZEVEDQO, 2019). Dessa forma, no contexto atual, os produtos obtidos da apicultura sdo
destacados por apresentarem compostos bioativos e com potente atividade farmacoldgica
(MOREIRA, 2012), que podem serutilizadas como drogas préprias ou como um reforco para
moléculas otimizadas NEWMAN; CRAGG, 2016).

As abelhas sem ferrdo tém se destacado pela producdo de mel, cera e propolis
(IMPERATRIZ-FONSECA et al. 2006). Nesse contexto, Azevedo (2019) ressalta que os

produtos oriundos da meliponicultura (sistema de criacdo de abelhas sem ferrdao), caracterizados
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por serem de origem natural com efeitos medicinais, t€ém despertado o interesse para arealizacao
de novos estudos visando o desenvolvimento de novas aplicabilidades dessassubstincias como
alternativa a terapéutica medicamentosa. A literatura destaca os efeitos bactericida e
bacteriostaticos do mel sobre microrganismos gram-positivos e gram-negativos, assim como
seus efeitos antifingicos, atribuindo essas atividades de combate a microrganismos,
principalmente, a osmolaridade, pH, concentra¢do de per6xido de hidrogénio,assim como outros
compostos fitoquimicos naturais (MULU; TESSEMA; DERBIE, 2004; MONTENEGRO;
MEIJIAS, 2013). Além disso, as abelhas sem ferrdo, como a Melipona scutellaris, coletam um
tipo diferente de propolis chamado geopropolis, que apresenta em sua composi¢ao resina, cera
e terra (DUTRA et al. 2008).

Nesse contexto, € importante enfatizar que ha um determinado tempo a geopropolis é
reconhecida como um produto natural que apresenta diversas finalidades terapéuticas,
destacando-se a atividade antimicrobiana (CUNHA et al. 2013), anti-inflamatéria (FRANCHIN
et al. 2012), antioxidante (LIBERIO et al. 2011), antiproliferativa (CUNHA et al. 2015) e
antiaderente (CUNHA et al. 2019), além de ser considerada um bom produto natural para
terapéutica da microbiota oral (DINGUELESKI et al. 2015). Identificou-se poucos estudos que
avaliaram o potencial antiaderente desses produtos naturais, verificando assim, a necessidade
de investigar essa atividade nesses produtos frente a bactérias patogénicas orais.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antiaderente do
mel e geopropolis produzido pela abelha sem ferrdo Melipona scutellaris, sobre as cepas
patogénicas de Enterococcus faecalis e Escherichia coli utilizando a técnica da Concentragao

Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O biofilme e bactérias patog€nicas orais

Os biofilmes sdo caracterizados como uma comunidade de microrganismos associados
entre si, protegidos por uma matriz polimérica extracelular e aderidos a superficies bioldgicas
ou sintéticas (BEIKLER; FLEMMIG, 2011; FLEMMING et al. 2016). O processo de formacgao
do biofilme comega com a deposi¢do dos microrganismos e em sequéncia a adsor¢ao reversivel
a superficie de adesdao (MONROE, 2007). Nesse contexto, € importante salientar que a
manutenc¢ao de bactérias patogénicas que compdem o biofilme na cavidade oral € determinada
por aderéncia individual e propriedades de crescimento, considerando que a sequéncia de
infeccdo determina a composi¢cao do mesmo (JACOB, 2006). Além disso, também depende de
fatores de viruléncia como, a presenca ou nio de fimbrias, formacdo de adesinas, existéncia da

céapsula exopolimérica e de condic¢des fisico-quimicas da superficie a qual se encontra aderido
(RECH et al. 2016).

1-Adsorcdo 2- Interacdo 3- Adesdo entre outros 4- Multiplicagdo | 5- Desprendimento

Fisico-quimica microorganismos ®

.%o. o @Y

96° Qo000 o8 00 000 00 %0 000

Figura 1: Etapas de formacdo do biofilme oral.

Fonte: http://cmapspublic2.ihmc.us/rid=1 GNFYDC61- QGRZKFFN/Etapas%?20de%20forma
%C3% A7%C3% A30%20do%20Biofilme.bmp

Assim, a formacdo do biofilme oral (figura 1), segundo Marsh (2004) ocorre nas seguintes
etapas:

1. Adsorcao de bactérias na superficie do dente. Na primeira fase as bactérias adsorvema superficie
do dente e iniciam a sintese de polissacarideos extracelulares insoluveis, para a formagdo de

uma matriz que permite a adesdo do biofilme no dente. Além disso, essa matriz

18



tem uma relevante funcdo de protecdo e de armazenamento de 4gua e nutrientes. 2. Interacio
fisico-quimica das bactérias com o biofilme. Essas bactérias colonizadoras orais possuem mais
de um tipo de proteina de adesdo na superficie celular (adesinas) e participam de diversas
interacdes com moléculas presentes na boca. 3. Adesdo entre outros microrganismos.
Microrganismos colonizadores interagem com receptores de adesdo especificos de outros
microrganismos aumentando a densidade do biofilme. 4. Multiplicagdo dos microrganismos.
Caracteriza-se pela fase de crescimento e formacdo de uma superficie tridimensional e
funcionalmente organizada. 5. Desprendimento de bactérias do biofilme. As bactérias podem
responder a sinais do microambiente e se destacar da superficie para colonizar outros locais.

Desse modo, assim como ocorre em outras superficies, bactérias presentes no interior
do canal se aderem na parede do sistema de canais radiculares, multiplicam-se, aumentam a
densidade populacional e se organizam formando o biofilme, conferindo assim, uma maior
resisténcia (CARR et al. 2009). De acordo com Siqueira, Ro¢as e Lopes (2011), na maioria das
vezes o insucesso da terapia endododntica estd relacionado com fatores microbianos associados
a resisténcia dos microrganismos, localizacdo inacessivel da microbiota, entre outras condicoes.
Dessa forma, segundo Chugal et al. (2011), compreendendo a composicao do biofilme formado
no sistema de canais radiculares de dentes infectados, pode-se entender melhor a patogénese e
buscar o aprimoramento do tratamento endodontico.

Nessa perspectiva, bactérias gram-positivas e anaerobias facultativas sdo comumente
encontradas em canais radiculares de dentes com insucesso do tratamento endoddntico,
associados principalmente a infec¢des secunddrias e persistentes (ZHANG et al. 2012). A
infeccdo secunddria é caracterizada por apresentar uma microbiota formada por microrganismos
que ndo estavam presentes no inicio do tratamento, sendo originada posteriormente a
intervencio profissional (SIQUEIRA; ROCAS, 2009). Levando em consideracio isso, o acesso
desses patdégenos ao canal provavelmente ocorre devido a quebra da cadeia asséptica durante o
tratamento endodOntico, nos casos de mau uso do isolamento, cdaries remanescentes,
instrumentos contaminados, dentes mantidos abertos para a drenagem, fratura ou perda do
material restaurador (SIQUEIRA; ROCAS, 2008).

Nesse contexto, dependendo da fonte de microrganismos, podem estar presentes
espécies orais e ndo orais, sendo frequentemente encontradas espécies como Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus species, Candida species
(SIQUEIRA; ROCAS, 2009). De acordo com Lins et al. (2013), dentre os microrganismos
correlacionados a infec¢des endodonticas, destaca-se o Enterococcus faecalis, um patdgeno

oportunista, gram-positivo e anaerébio facultativo, evidenciado em infeccdes primdrias e
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também em secunddrias/persistentes. No estudo de Lysakowska et al. (2016), realizou-se o
isolamento de bactérias aerdbias e anaerdbias de canais radiculares de casos que envolveram
infec¢des endodonticas primdrias e secunddrias. Uma microbiota mais diversa foi identificada
nas infec¢des secunddrias, sendo que de uma a quatro espécies foram encontradas em cada dente
e a mais prevalente foi a E. faecalis. Considerando outra perspectiva, no estudo de Preethee et
al. (2012), evidenciaram que um potente gene de viruléncia de E. faecalis associadocom a
endocardite infecciosa, pode ser detectado em cepas encontradas nos canais radiculares
infectados resistentes a terapia endodontica.

A infec¢do persistente tem sua etiologia associada a microrganismos presentes tanto da
infeccdo primdria como secunddria (RICUCCI; SIQUEIRA, 2011). Siqueira; Rocas (2008),
relataram que o E. faecalis é encontrado em até 90% dos casos de infec¢do persistente em dentes
com o canal tratado, demonstrando uma alta prevaléncia dos casos. Nesse contexto, algumas
particularidades de E. faecalis podem estar relacionadas com sua alta prevaléncia em casos de
infeccdes secunddrias e persistentes, como a capacidade de penetrar nos tdbulos dentindrios,
crescimento na forma de biofilme e adaptacdo em condi¢des adversas (CARR et al. 2009).
Nesse sentido, no interior do sistema de canais radiculares o microambiente é alterado,
principalmente, pela redugdo exacerbada de nutrientes, que podem ser obtidos pelas bactérias
por meio dos fluidos corondrios ou apicais provenientes da microinfiltracdo da saliva e de
fluidos dos tecidos perirradiculares e exsudato inflamatério (SIQUEIRA et al. 2014). Essa
restricdo de nutrientes faz com que os microrganismos patogénicos desenvolvam algumas
estratégias, como a producao de proteinas do estresse (heat-shok), que propiciam o aumento da
citotoxicidade, resultando em dano tecidual (SIQUEIRA; ROCAS; LOPES, 2011).

Partindo de outro ponto de vista, as doencas periodontais desenvolvem-se em
decorréncia das respostas imuno-inflamatdrias produzidas pelo hospedeiro, frente ao biofilme
patogénico (MARfN etal. 2012). Nesse contexto, Muthu e Muthanandam (2018), relataram que
microrganismos semelhantes atuam como agentes etioldgicos, tanto em doencas pulmonares
cronicas como em doencas periodontais. Desses, sdo evidenciados, principalmente,a incidéncia
de microrganismos anaerdbios gram-negativos. Os principais microrganismos, nogeral, sao
Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, espécies de Enterobacter sp., Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa (SPEZZIA, 2018). A proporcao dessas bactérias na cavidade oral
pode chegar a 70% no biofilme dental, 63% na lingua e 73% no tubodo respirador artificial
(PACE et al. 2008). Gadelha e Aratdjo (2011), evidenciaram em seus resultados que a
contaminagdo das vias respiratdrias inferiores em pacientes internados € com a imunidade

comprometida, estd relacionada a ma higienizacao bucal e a aspiracdo do conteido
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presente na orofaringe. Desse modo, o biofilme dental age como potencial foco infeccioso
responsavel por causar a pneumonia nosocomial.

Dentro da otica de que as doencas periodontais podem proporcionar repercussdes
sistémicas (SPEZZIA, 2016; OTAVIO et al. 2014), € importante ressaltar, que uma higiene oral
deficiente propicia o aumento de microrganismos patogé€nicos na saliva e, que 0s mesmos tém
potencial para serem aspirados para o pulmio (PACE et al. 2008; GUIMARAES; ROCCO,
2006). Nessa circunstancia, a cavidade oral atua como foco de disseminagdo com efeito
metastatico sisttmico (LOTUFO; PANNUTI, 2004). Estudos evidenciaram que doencas
periodontais aumentam significativamente o risco de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica
(DPOC) (ZENGe et al. 2012), além de poderem ser indicadores (LEDIC et al. 2013) aumentando
a gravidade desta condi¢do (PETER et al. 2013).

2.2 Métodos utilizados no controle do biofilme

Uma das estratégias para a prevengdo ou controle de doengas biofilme-dependentes,
seria a inibicdo, por agentes quimicos, dos fatores de viruléncia dos microrganismos envolvidos
que podem reduzir os polissacarideos responsdveis pela aderéncia de microrganismos ao
biofilme dental ou interferir na producdo de dcidos dos microrganismos, resultando em uma
menor atividade da afec¢cdo (DUARTE et al. 2006).

Nessa perspectiva, € fundamental associar aos procedimentos mecanicos de controle de
microrganismos do biofilme dentério, os métodos quimicos, tendo em vista as dificuldades
quanto a manutencdo da motivacdo dos individuos para realizar uma adequada limpeza da
cavidade bucal (WOLFF; LARSON, 2009). Agentes quimicos antimicrobianos tém sido
propostos com a finalidade de inibir o crescimento e a proliferacdo de microrganismos no
ambiente bucal, reduzir a adesdo bacteriana as superficies, modificar a atividade bioquimica
desses microrganismos e alterar a ecologia do biofilme dentdrio para uma microbiota menos
patogénica (MARSH, 2010).

As solucdes irrigadoras e a medicacdo intracanal sdo métodos utilizados contra
infeccoes no sistema de canais radiculares (RAHIME et al. 2014). Essas solucdes sao
empregadas com o propdsito de combater a microbiota presente nessas infec¢des, e devem
apresentar uma potente atividade antimicrobiana. Nesse contexto, o hipoclorito é empregado
como o primeiro produto de escolha em muitos casos (MAIA FILHO et al. 2008). A medicacdo

intracanal tem como objetivo impedir o desenvolvimento e inibir 0s microrganismos que nao
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foram eliminados durante o preparo biomecanico (COHEN; HARGREAVES, 2011). Além
disso, devido a capacidade de eliminar microrganismos envolvidos na patogénese pulpar e
periapical, a clorexidina também é uma escolha (MAIA FILHO et al. 2008), sendo utilizada
como irrigante e medica¢do intracanal em endodontia (BHANDARI; ASHWINI; PATIL, 2014).
Rahime et al. (2014), relataram ainda, que pelo potencial anti-inflamatorio, atéxico e
antibacteriano a prépolis também € considerada uma alternativa.

Nesse ambito, em fun¢do do seu amplo espectro de acdo, baixa toxicidade e elevada
substantividade, o digluconato de clorexidina 0,12%, € o agente antimicrobiano mais utilizado,
atualmente, no controle quimico do biofilme dental. Entretanto, seu uso por periodos
prolongados altera a microbiota natural e produz efeitos adversos, como manchas acastanhadas
nos dentes, em alguns materiais de restauracao e no dorso da lingua; alteracdo no paladar e mais
raramente erosdes na mucosa oral e tumefacao unilateral ou bilateral na parétida (LINDHE et
al. 2005).

Assim, diante dos efeitos colaterais demonstrados pelo digluconato de clorexidina
0,12% e da sua possibilidade de causar resisténcia bacteriana, torna-se necessario investigar as
propriedades antimicrobianas de novas substancias (MOTA; TURRINI; POVEDA, 2015), com
maior atividade terapéutica, menor toxicidade, maior biocompatibilidade com os tecidos moles
e duros da cavidade oral e menor custo, para o controle quimico do biofilme e o tratamento de
diferentes infec¢des orais (ALLAKER, 2010).

Na pesquisa realizada por Oncag et al. (2006), o extrato de propolis testado em canais
radiculares de dentes recém-extraidos com um tnico canal radicular, preparados econtaminados
com E. faecalis, apresentou maior eficacia apos 10 dias de aplicacdo e evidenciousemelhanca
estatistica com a clorexidina, além de uma significativa eficicia quando comparadoao hidréxido
de calcio. Demonstrando outra perspectiva, no estudo de Maia Filho et al. (2008),realizou-se a
avaliacdo da atividade antimicrobiana da prépolis produzida pela abelha Scaptotrigona sp e de
outras solugdes utilizadas no tratamento endodontico, frente a Enterococcus faecalis. As
substincias foram separadas em grupos: Grupo I: hidréxido de cédlcio(Calen®); Grupo II: gel
clorexidina 2%; Grupo III: NaOCl 5% e Grupo IV: extrato de prépolis e posteriormente
realizaram os testes. Em seus resultados, o extrato de prdépolis apresentou atividade
antimicrobiana maior do que o hipoclorito de sédio a 5%, no entanto, a clorexidina mostrou-se
a mais eficaz contra E. faecalis. Semelhantemente, Kayaoglu et al. (2011), comprovaram em
seu estudo a atividade antimicrobiana de duas amostras de extrato etandlico do propolis frente

a E. faecalis realizando testes em canais radiculares de dentes extraidos.
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Entretanto, apds andlise de outras substincias, concluiram que essa atividade nao excedeu a da
clorexidina.

Considerando as substincias quimicas introduzidas no mundo entre os anos de 1981 e
2010, sabe-se que 74%, ou seja, mais da metade sdo provenientes de produtos naturais,
compostos sintéticos embasados em produtos naturais ou semissintéticos andlogos a produtos
naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012). No entanto, os produtos naturais ainda sdo pouco
estudados, levando em consideracdo a biodiversidade mundial e a presenca de compostos
bioativos com atividade antimicrobiana que poderiam ser utilizadas como adjuvantes ou
alternativas terapéuticas em doengas orais (JEON et al. 2011).

Na odontologia substancias fitoterdpicas ou alternativas estdo sendo cada vez mais
utilizadas. Para isso é primordial a compatibilidade com os tecidos vivos, tornando-se
necessario primeiramente o estudo “in vitro”. Sendo assim, desde que sejam sustentados por
estudos laboratoriais e clinicos especificos, esses produtos odontologicos contendo substancias
naturais poderiam ser introduzidos no mercado trazendo boas perspectivas (GEBARA;
ZARDETTO; MAYER, 1996). Desse modo, dentro de um contexto mundial, esses produtos
com potenciais curativos e preventivos t€m estimulado a avaliacdo de agentes alternativos para
o uso na odontologia, utilizando-os no desarranjo do biofilme e na prevencao e tratamento de

afeccoes bucais (ALBUQUERQUE et al. 2010).

2.3 As Abelhas sem Ferrao

Segundo Barbosa et al. (2017), estima-se que existem mais de 20 mil espécies de abelhas
no mundo. No Brasil, as espécies sociais compreendem as abelhas sem ferrdo, pertencentes ao
grupo meliponini, e também as abelhas domésticas (Apis melifera) (BENDINI et al. 2020). Uma
diferenca significativa entre essas espécies estd no aspecto morfolégico relacionado a picada,
pois as fémeas de meliponineos ndo possuem ferrdo ou apresentam uma atrofia do mesmo. Essas
abelhas desenvolveram outro método de defesa, que se caracteriza pela producdo de 4cido
formico pelas glandulas mandibulares, que promove o aumento da dor durante picada
(MICHENER, 2013). Além disso, de acordo com Bankova et al. (2018), quanto ao aspecto
nutricional das abelhas, as principais fontes provém do néctar das plantas e do pdlen. Dessa
forma, a0 mesmo tempo em que satisfazem suas demandas alimentares, as abelhas também
coletam metabdlitos especializados das plantas, que possuem compostos com atividade

bioldgica significativa frente a patdgenos.

23



O Brasil abrange a maior diversidade de meliponineos do planeta (VENTURIERI,
2012), com mais de 200 espécies e 29 géneros que estdo distribuidos por todo o pais (LAVINAS
et al. 2019). Segundo Pedro et al. (2014), aproximadamente 89 espécies sdao endémicas no
Brasil, o que corresponde a cerca de 20% do total de abelhas neotropicais sem ferrdao. Nesse
contexto, dentre os géneros com maior nimero de espécies, compreendem: Plebeia, Trigona,
Melipona, Scaptotrigona e Trigonisca, que diferem das abelhas do género Apis em diversos
aspectos como, biologia do ninho, disposi¢do dos favos, tamanho da coldnia, producdo da
rainha, estratégia de estocagem, e mecanismos de recrutamento das abelhas (HRNCIR et al.
2016). Quanto a produgdo da geoprépolis produzida pelas abelhas sem ferrdo, segundo Souza
(2011) a sazonalidade influencia na atividade de producdo independentemente do método de
coleta utilizado. O autor destacou também que o estimulo por programas de melhoramento
genético de abelhas rainhas pode elevar a produgdo desse produto natural.

Dentre as varias espécies de abelhas nativas, a que possui maior destaque no Nordeste
do Brasil € a Melipona scutellaris, que se encontra nas regides de transi¢cdo entre a Mata
Atlantica e a Caatinga, entre os estados da Bahia e Rio Grande do Norte (VIANA et al. 2013).
Essa espécie, também € conhecida como urucu e caracteriza-se pela produgdo da geoprépolis
(BARTH, 2006), que atraiu a atencdo de pesquisadores em todo o mundo em virtude do

potencial farmacoldgico (ARAUJO et al. 2016).

2.4 Mel e geopropolis de abelhas sem ferrdo: caracteristicas e propriedades

O mel € resultado da desidratag¢do e transformacdo do néctar, a partir da combinagdo
com substancias proprias das abelhas, sendo composto geralmente por uma complexa mistura
de carboidratos, além de substancias como acidos organicos, aminodcidos, lipidios, proteinas,
vitaminas, compostos aromdticos, flavondides, grao de podlen, entre outros (ALMEIDA-
MURADIAN et al. 2013). De acordo com Jesus et al. (2020) as espécies de abelha e as plantas
determinam significativamente a variabilidade da composi¢do quimica do mel. Roos et al.
(2018), concordaram relatando que um dos principais fatores preponderantes das caracteristicas
desses compostos € a espécie da abelha produtora de mel.

Nesse contexto, o mel produzido pelas abelhas sem ferrdo apresenta uma particularidade
importante por armazenarem o mel em potes de cerume que sdo feitos de cera combinados com

prépolis (BALLIVIAN, 2008). Assim, tendo em vista que durante seu armazenamento
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permanece em contato com a propolis, que € rica em resina de plantas, existe grande
possibilidade que esses constituintes fitoquimicos sejam infundidos ao mel, proporcionando
propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais (TEMARU et al. 2007). Segundo
Borsato, Cruz e Almeida (2009), particularidades como a baixa atividade de dgua, alta pressao
osmotica, baixo valor de pH, sistema glucose-oxidase, com formacdo de peroxido de
hidrogénio, alta taxa de carbono e hidrogénio e a presenga de compostos volateis podem
caracterizar a atividade antimicrobiana do mel.

Jesus et al. (2020) avaliaram a atividade antimicrobiana de amostras de méis de Apis
melifera, Melipona scutellaris e Tetragonisca angustula, em concentragdes que variaram de 10
a 0,1 mg/mL, frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Candida Allbicans. Em seus resultados, constatou-se que as amostras de méis de A. Mellifera
apresentaram potencial antimicrobiano nas concentra¢des de 10 mg/mL, que é equivalente a
uma dilui¢cdo de 1% (p/v), frente a S. aureus, com exce¢ao apenas de uma amostra. Apenas dois
méis de M. scutellaris e dois de T. angustula demonstraram o mesmo resultado contra essa
bactéria. Os outros microrganismos ndo foram inibidos na concentracdo testada. Em
contrapartida, no estudo de Sherlock et al. (2010) as concentragdes inibitérias minimas para E.
coli e P. aeruginosa foram 12,5% (v/v). Comparando com outras abelhas, como por exemplo
do género Apis melifera, no estudo de Patel, Krishnan, Thanveer (2013) que avaliou o efeito
antimicrobiano do mel sobre Streptococcus mutans em diferentes concentracdes, obteve
resultado de inibicdo apenas na concentragdo de 60%, concluindo que o mel apresenta acdo
bacteriostdtica contra microrganismos.

Outro produto natural que é importante ressaltar € a propolis. Nesse contexto, existem
diversos tipos de prépolis produzidos por diferentes espécies de abelhas, na qual a composi¢ao
quimica e atividade bioldogica de cada tipo podem apresentar caracteristicas especificas
(BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2014). Tendo em vista fatores ambientais, sazonais e
ecologicos, a constituicdo quimica da prépolis pode ser influenciada quali e quantitativamente,
sendo referida como responsdvel por diferentes atividades bioldgicas e eficdcia terapéutica
(CASTRO et al. 2007).

A abelha Melipona scuttellaris produz uma variacdo da prépolis, que € chamada de
geoproépolis, um produto apicola, viscoso (ARAUJO, 2016), o qual é constituido pela unido de
resina, cera e terra, sendo este tltimo elemento o promotor do prefixo desta propolis (BARTH,
2006). Este tipo, produzido pelas abelhas sem ferrdo, difere das amostras de prépolis por
caracterizar-se como um material resinoso menos maledvel e também por seu conteddo mineral

e do solo (BARTH; LUZ, 2003). A geoprdpolis € utilizada pelas abelhas para a construcao e
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protecdao da colmeia (OLIVEIRA et al. 2013), além de demonstrar a¢do antimicrobiana que
confere uma defesa quimica para as abelhas e para o mel contra microrganismos (CAMPOS et

al. 2015).

Cunha et al. (2015) relataram que estudos com a propolis da abelha Apis melifera t€ém
sido predominante na literatura internacional, enquanto outros tipos de propolis coletados por
diferentes espécies de abelhas sdo pouco pesquisados. De acordo com Sousa et al. (2019) e
Sanches (2012), pouco se investiga sobre as propriedades bioldgicas e a composi¢cdo quimica
da geoprépolis.

A composi¢do da geopropolis € varidvel e depende das fontes vegetais utilizadas pelas
abelhas e época do ano. Dessa forma, apresentam variagdes principalmente nos seus
constituintes quimicos e atividades farmacoldgicas (LIMA, 2016). Segundo Matos et al. (2019)
aresina vegetal, coletada pelas abelhas, é a principal matéria-prima presente na composi¢ao do
produto. De acordo com Salatino et al. (2011), essa resina vegetal, coletada pelas abelhas, de
diferentes origens vegetais, ndo apresenta toxicidade e é fundamental para a protecdo da
colmeia. Ademais, quanto as caracteristicas, de modo geral as amostras da geopropolis contém
granulos inodoros, de consisténcia heterogénea e coloracio marrom escura (CUNHA et al.
2009)

Nessa perspectiva, a geopropolis € reconhecida como um produto natural com
diferentes finalidades terap€uticas, destacando-se atividades bioldgicas que t€m sido estudadas,
como a acdo antioxidante (FERREIRA et al. 2018), antinflamatéria (FRANCHIN et al. 2013;
GUZMAN-GUTIERREZ et al. 2018), antimicrobiana (MOLNAR et al. 2017; CUNHA et al.
2013), antiaderente (CUNHA et al. 2019), anticincer (BARTOLOMEU et al. 2016) e
antiproliferativa (CUNHA et al. 2015). Além ter sido usada, em alguns paises, empiricamente
pela populagdo para a cicatrizacdo de feridas, agente antibacteriano e tratamentos de gastrites
(QUEZADA-EUAN et al. 2001). Na odontologia, a prépolis vem sendo empregada em
experimentos nas dreas de endodontia, cariologia, cirurgia oral, patologia oral e periodontia,
entre outras (LUSTOSA et al. 2008). Entretanto, Franchin et al. (2013) sugerem que novos
estudos devem ser realizados com a finalidade de evidenciar compostos promissores com
potencial farmacolégico.

A literatura evidencia grande potencial antimicrobiano para a geoprépolis de diversas
espécies de meliponineos, e entre as principais classes de substancias encontradas estdo:
terpenoides, 4cidos terpénicos, dlcoois, dcidos alifaticos e seus ésteres, flavonoides, saponinas

e dcidos arométicos. (SANCHES; PEREIRA; SERRAO, 2017). Libério et al. (2011), relataram
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que o extrato com maior concentracdo de flavonoides demonstrou um maior potencial
antimicrobiano. De acordo com Oliveira et al. (2013), os flavonoides e 4dcidos fendlicos t€ém
sido destacados e atribuidos como os principais compostos responsiveis pelos efeitos
terapéuticos tanto do mel como da geopropolis coletados por essas abelhas. Cunha et al. (2013),
propdem que a geoprdpolis apresenta como composto principal benzofenomas poliprenilados.
Dualibe e colaboradores (2007) evidenciaram que bochechos com extratos de
geopropolis podem diminuir a contagem de estreptococos orais. No estudo de Libério et al.
(2011) as amostras de geoprépolis de Melipona fasciculate, do Nordeste brasileiro,
apresentaram potencial antibacteriano contra o S. mutans e nio evidenciaram toxicidade em
pesquisa “in vivo ”, demonstrando também efeito antinflamatoério.

A ac¢do antibacteriana da préopolis tem sido relatada principalmente contra estreptococos
do grupo mutans (CUNHA, et al. 2013; DUALIBE et al. 2007; KOO et al. 2005), atuando de
diversas formas, como na inibicdo das enzimas glucosiltransferases (GTF), um dos principais
fatores de viruléncia relacionado a aderéncia do microrganismo ao biofilme (KOO et al. 2002).
Ademais, considerando um estudo mais recente utilizando a geopropolis da Melipona
scutellaris coletada da regido entre rios no estado da Bahia, Cunha et al. (2013), identificaram
uma fragdo ativa contra vdrios microrganismos gram-positivos, incluindo o S. mutans
organizado em biofilme. Além disso, a utiliza¢do da propélis tem sido sugerida como adjuvante
para controle ou profilaxia de doengas infecciosas da cavidade oral (SAWAYA et al. 2004).

Nesse contexto, segundo o estudo “in vitro ” realizado Gebara, Zardetto e Mayer (1996),
que analisaram a Concentragao Inibitéria Minima de Aderéncia de produtos naturais, incluindo
a propolis, constatou que esse produto apresenta a capacidade de inibir a aderéncia dos
microrganismos S. mutans e S. sobrinus. Liberio et al. (2011), avaliaram em seu estudo a
atividade antimicrobiana de extratos de geopropolis de Melipona fasciculata frente a patdgenos
orais e também investigaram a acao no biofilme de S. mutans. Em seus resultados observaram
efeito contra o biofilme e também o potencial antimicrobiano. Velikova et al. (2000),
investigaram a atividade antimicrobiana de amostras de geoprdpolis brasileiras contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. No estudo, analisaram amostras de doze espécies de
meliponineos e constataram a presenca de compostos, sendo eles o di e triterpenos, além de
acido gélico. Nos resultados constataram significativa atividade contra o Staphylococcus aureus
e baixa atividade citotoxica. Gongalves et al. (2005), realizaram uma pesquisa “in vitro” por
meio da difusdo em 4gar, a qual verificou a atividade antibidtica do mel da Nannotrigona

testaceicornis (abelhas indigenas sem ferrdo) frente aos microrganismos Escherichia coli,
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Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes e Staphylococcus sp. O resultado do estudo
demonstrou sensibilidade desses microrganismos ao mel testado.

Em contrapartida, Azevedo (2019), avaliou as propriedades antimicrobianas do extrato
alcéolico do mel e da geoprépolis, produzidas pela abelha sem ferrdo Plebeia aff. Flavocincta,
contra os microorganismos Staphylococcus aureus € Enterococcus faecalis. Em seu estudo,
comprovou através de técnica de difusdo em placas com meio s6lido Mueller-Hinton, tomando-
se como referencial o método de difusdo em agar, a inefici€ncia do potencial antimicrobiano do
extrato alcéolico do mel frente a estes microrganismos. Entretanto, diferentemente do mel,o
extrato da geopropolis foi considerado eficaz, demonstrando um efeito inibitério das bactérias

em estudo.
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3. ARTIGO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIADERENTE DO MEL E GEOPROPOLIS DE
UMA ABELHA SEM FERRAO FRENTE AS CEPAS DE Escherichia coli e
Enterococcus faecalis

EVALUATION OF THE NON-STICK ACTIVITY OF HONEYAND GEOPROPOLIS
OF STINGLESS BEE AGAINST Escherichia coli and enterococcus faecalis strains.

RESUMO:

Introducao: Os estudos com produtos naturais tém crescido nos ultimos anos na odontologia.

Com isso, no contexto atual, os produtos obtidos da apicultura sdo destacados por apresentarem
compostos bioativos e com potente atividade farmacoldgica. Nessa perspectiva, o mel e
geopropolis produzidos pelas abelhas sem ferrdo, sao reconhecidos como produtos naturais que
apresentam diversas finalidades terapéuticas, despertando o interesse na pesquisa. Objetivo:
avaliar a atividade antiaderente do mel e geoprépolis produzido pela abelha sem ferrdoMelipona
scutellaris, sobre as cepas patogénicas de Enterococcus faecalis e Escherichia coli. Método:
No experimento foi empregada a técnica da Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia
(CIMA). As amostras foram coletadas de melipondrios na cidade de Bonito-PE. Paraa realizacao
da técnica utilizou-se uma amostra de mel na concentracdo de 60% e uma amostrade extrato
etanodlico de geopropolis. Os ensaios laboratoriais foram realizados utilizando a técnica de tubos
inclinados, na presenga de 5% de sacarose e a leitura da CIMA foi executada por meio da anélise
observacional na superficie do vidro comparando com o controle positivo (clorexidina 0,12%),
seguindo os métodos de referéncia. Resultados: Os resultados da avaliagdo demonstraram que
esses produtos naturais ndo impediram a formagdo do biofilme das bactérias em estudo,
diferentemente do controle positivo que apresentou CIMA de 1:1 e 1:8, para E. faecalis e E.
coli, respectivamente. Conclusao: Tendo em vista esses resultados, tornam-se necessarios a
realizagdo de mais estudos avaliando o potencial antiaderente desses produtos naturais.

Palavras-chave: Abelhas. Mel. Microbiologia. Odontologia.



ABSTRACT:

Introduction: Studies with natural products have grown in recent years in dentistry. Thus, in
the current context, the products obtained from beekeeping are highlighted for presenting
bioactive compounds and with potent pharmacological activity. In this perspective, honey and
geopropolis produced by stingless bees are recognized as natural products that have several
therapeutic purposes, arousing interest in research. Objective: to evaluate the non-stick activity
of honey and geopropolis produced by the stingless bee Melipona scutellaris on pathogenic
strains of Enterococcus faecalis and Escherichia coli. Method: The Minimal Inhibitory
Concentration of Adhesion (CIMA) technique was used in the experiment. Samples were
collected from meliponaries in the city of Bonito-PE. To carry out the technique, a sample of
honey at a concentration of 60% and a sample of ethanolic extract of geopropolis were used.
Laboratory tests were performed using the tilted tube technique, in the presence of 5% sucrose,
and the CIMA reading was performed through observational analysis on the glass surface
compared to the positive control (0.12% chlorhexidine), following the reference methods.
Results: The results of the evaluation showed that these natural products did not prevent the
formation of the biofilm of the bacteria under study, unlike the positive control, which presented
a CIMA of 1:1 and 1:8, for E. faecalis and E. coli, respectively. Conclusion: In view of these
results, it is necessary to carry out more studies evaluating the non-stick potential of these

natural products.

Keywords: Bees. Honey. Microbiology. Dentistry.

38



INTRODUCAO

A cavidade oral abriga aproximadamente metade de toda microflora presente no corpo
humano, o que compreende diversas espécies de fungos, virus e bactérias (DEWHIRST et al.
2010; PALMER, 2014). Estes microrganismos colonizam naturalmente tecidos moles e
superficies dentais, entretanto, uma situacdo de desequilibrio pode favorecer a formacgao de
biofilmes patogé€nicos, que por sua vez sdo considerados como um dos principais fatores
etiolégicos de doengas bucais, como a carie e doenga periodontal (BEIKLER; FLEMMIG,
2011). De acordo com Martins et al. (2012), existe uma associacdo direta entre a competéncia
da higiene oral, a quantidade e qualidade do biofilme dentdrio, a prevaléncia e gravidade de
doencas bucais.

O biofilme dental organiza-se no interior de uma matriz extracelular de polissacarideos
e desenvolve-se pela colonizacdo de bactérias, de forma ordenada, sob a superficie dental, sendo
caracterizado como uma estrutura complexa e dinamica (MARSH, 2004). Furiga et al. (2008),
relataram que produtos do metabolismo da sacarose além de serem importantes para a nutri¢ao
desses microrganismos também proporcionam a adesdo sobre a superficie dos dentes.
Outrossim, alguns microrganismos patogénicos possuem a capacidade de se aderir na parede
do sistema de canais radiculares formando um biofilme, que os tornam mais resistentes (CARR
et al. 2009). E o caso de espécies bacterianas comumente encontradas em infeccdes
endododnticas secunddrias, como a Escherichia coli e Enterococcus faecalis (SIQUEIRA;
ROCAS, 2009). Diante dessa perspectiva, estudos de compostos e extratos naturais t€m sido
realizados visando a obtenc@o de agentes antimicrobianos, que proporcionem a prevengao de
afeccdes orais (JOSE et al. 2011).

Os produtos naturais chamam atencdo pelas propriedades farmacoldgicas e por
apresentarem bastante aceitagao popular (FURUKO, 2012). Pesquisas utilizando esses produtos
tém sido crescentes nos ultimos anos na odontologia (ABREU-PINHEIRO et al. 2012). Dessa
forma, no contexto atual, os produtos obtidos da apicultura sdo destacados por apresentarem
compostos bioativos e com potente atividade farmacoldgica (MOREIRA, 2012), que podem ser
utilizadas como drogas préprias ou como um reforco para moléculas otimizadas (NEWMAN;
CRAGG, 2016).

As abelhas sem ferrdo tém se destacado pela producdo de mel, cera e propolis
(IMPERATRIZ-FONSECA et al. 2006). Nesse contexto, Azevedo (2019), ressalta que os

produtos oriundos da meliponicultura (sistema de criagdo de abelhas sem ferrdo), caracterizados
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por serem de origem natural com efeitos medicinais, t€ém despertado o interesse para arealizacao
de novos estudos visando o desenvolvimento de novas aplicabilidades dessassubstincias como
alternativa a terapéutica medicamentosa. A literatura destaca os efeitos bactericida e
bacteriostaticos do mel sobre microrganismos gram-positivos e gram-negativos, assim como
seus efeitos antifingicos, atribuindo essas atividades de combate a microrganismos,
principalmente a osmolaridade, pH, concentragdo de peréxido de hidrogénio,assim como outros
compostos fitoquimicos naturais (MULU; TESSEMA; DERBIE, 2004; MONTENEGRO;
MEIJIAS, 2013). Além disso, as abelhas sem ferrdo, como a Melipona scutellaris, coletam um
tipo diferente de propolis chamado geopropolis, que apresenta em sua composi¢ao resina, cera
e terra (DUTRA et al. 2008).

Nesse contexto, € importante enfatizar que ha um determinado tempo a geopropolis é
reconhecida como um produto natural que apresenta diversas finalidades terapéuticas,
destacando-se a atividade antimicrobiana (CUNHA et al. 2013), anti-inflamatéria (FRANCHIN
et al. 2012) , antioxidante (LIBERIO et al. 2011), antiproliferativa (CUNHA et al. 2015) e
antiaderente (CUNHA et al. 2019), além de ser considerada um bom produto natural para
terapéutica da microbiota oral (DINGUELESKI et al. 2015). Identificou-se poucos estudos que
avaliaram o potencial antiaderente desses produtos naturais, verificando assim, a necessidade
de investigar essa atividade nesses produtos frente a bactérias patogénicas orais.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antiaderente do
mel e geopropolis produzido pela abelha sem ferrdo Melipona scutellaris, sobre as cepas
patogénicas de Enterococcus faecalis e Escherichia coli utilizando a técnica da Concentragao

Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA).

METODOLOGIA
Este estudo foi realizado por meio da observacdo direta, experimental e de laboratdrio,
avaliando o mel e geoprépolis de Melipona scutellaris e sua atividade antiaderente “in vitro”,

frente aos microrganismos Enterococcus faecalis e Escherichia coli.

2.1 Substancia-teste
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As amostras de mel e geoprépolis da abelha sem ferrdo Melipona scutellaris foram
obtidas de um melipondrio localizado em Bonito, Pernambuco, Brasil. As amostras de mel puro
foram coletadas por meliponicultores diretamente das caixas de abelha urucu, utilizando uma
seringa estéril descartivel e armazenado em frascos previamente esterilizados. O mel
apresentava odor caracteristico e cor amarela clara. As amostras de geopropolis foram retiradas
de diferentes caixas com o auxilio de uma espatula e acondicionada em depdsito pléstico.
Realizou-se a identifica¢cdo dos produtos e o periodo de coleta, que compreendeu dezembro de
2020. Posteriormente, as amostras foram levadas ao Laboratério de Bioquimica e Microbiologia
da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), e ficaram armazenadas em temperatura

ambiente até a realizacdo do experimento.

2.2 Espécies bacterianas e Meio de cultura

Utilizou-se cepas bacterianas das seguintes espécies: Enterococcus faecalis (EF 110) e
Escherichia coli (EC 110). Todas as cepas foram mantidas em meio Agar Muller Hinton (AMH)
a uma temperatura de 4°C, sendo utilizados para os ensaios repiques de 24 horas em AMH
incubados a 35°C. Nesse estudo da atividade antiaderente, foi utilizado um indculo bacteriano
de aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL, padronizado de acordo com a turbidez do tubo 0,5 da

escala de McFarland (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK, GREGER, 2000).

2.3 Preparacao das amostras de mel e geopropolis para analise microbioldgica

O mel da Melipona scutellaris foi primeiramente filtrado com uma malha estéril para
remover residuos. Realizou-se a diluicio do mel (100%) em 4gua destilada estéril na
concentragdo de 60%, de acordo com (PATEL, KRISHNAN, THANVEER, 2013). As amostras
de geoprdpolis foram maceradas manualmente com um cadinho de porcelana e posteriormente
o Extrato Etandlico de Geoprépolis (EEGP) foi preparado, utilizando alcool etilico 70%
(100mL) com uma propor¢do de 30g de amostra. O extrato foi armazenado em um baldo
volumétrico, mantido em temperatura ambiente e agitadodiariamente durante 30 dias. Em
seguida, filtrado com filtro de papel e distribuido em seis béqueres na quantidade de 10mL para
a secagem na estufa em uma temperatura de 40°C. Apdsa secagem preparou-se a solu¢cao-mae
utilizando uma proporg¢do pré-estabelecida de 10mg/ml.Seguindo essa logistica, foram pesados

0,1g e acrescentou-se 1 ml de DMSO (Dimetil

41



Sulféxido) para ajudar na solubilizacdo com &dgua destilada (9ml) e foram acrescentadas

também 10 gotas de tween, o agente dispersante.

2.4 Determinacio da Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia

A Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) do mel na concentragdo de
60% e do extrato etandlico de geopropolis foram determinadas na presenca de sacarose a 5%,
de acordo com Albuquerque et al. (2010) com algumas alteracdes, usando as concentragdes
correspondentes ao mel e geopropolis da espécie Melipona scutellaris até a diluicao 1:1024. A
partir do crescimento bacteriano, as cepas de Enterococcus faecalis e Escherichia coli
escolhidas foram cultivadas a 37°C em caldo Mueller Hinton (DIFCO, Michigan, Estados
Unidos), depois foram distribuidos 0,9 mL do subcultivo em tubos de ensaio e, em seguida,
adicionado 0,1 mL das solugdes correspondentes as diluicdes dos produtos naturais utilizados.
A incubacdo foi feita a 37°C por 24 horas com tubos inclinados a 30°. A leitura foi realizada
através da observacdo visual da aderéncia da bactéria as paredes do tubo, apds a agitacdo do
mesmo. O ensaio foi realizado em duplicata. O mesmo procedimento foi realizado para o
controle positivo, o digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard®, Colgate-Palmolive
Company, Nova York, EUA). Desse modo, foi considerada a CIMA de menor concentra¢io do

agente em contato com sacarose que impediu a aderéncia ao tubo de vidro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Endo et al. (2014), constataram um aumento significativo da resisténcia antimicrobiana
de bactérias que sdo frequentemente encontradas em dentes com infeccdo endododntica,
relatando que estas possuem mecanismos que proporcionam resisténcia a diversos antibiéticos
regularmente utilizados na terapéutica. Segundo Di Santi et al. (2015), estas cepas sdo
principalmente de Enterococcus ssp. Ademais, cepas de Escherichia coli também sio
frequentemente encontradas em casos de infec¢des endodonticas secunddrias (SIQUEIRA;
ROCAS, 2014). Portanto, por apresentarem essas caracteristicas especificas nos casos de
infeccdes endodonticas secunddrias e persistentes, o Enterococcus faecalis e Escherichia coli

foram os microrganismos-teste selecionados neste estudo.

42



O método da CIMA foi utilizado na presente pesquisa por permitir avaliar o potencial

antiaderente dos produtos naturais utilizados no estudo de forma ripida e eficaz. Além disso,

outra vantagem desse método se caracteriza pela andlise experimental de forma observacional

direta, possibilitando a selecdo de produtos com potencial antiaderente (RAMALHO et al.

2020).

Nas tabelas 1 e 2, estdo representadas as Concentracdes Inibitérias Minimas de

Aderéncia (CIMA) do mel (60%) da abelha sem ferrdo Melipona scutellaris frente ao biofilme

das cepas de Enterococcus faecalis (EF 110) e Escherichia coli (EC 110), respectivamente, em

comparacgao com o digluconato de clorexidina 0,12%.

Tabela 1 - Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia em pg/mL do Mel (60%) da Melipona

scutellaris e do digluconato de Clorexidina 0,12% contra a cepa de Enterococcus faecalis.

Concentragao 1:1
em pg/ml

+
Concentragao 1:1
em pg/ml

Fonte: Préoprio Autor (2021)

Legenda:

Mel
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
+ + + + +

Digluconato de clorexidina 0,12%

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

(-) Sem adesao a parede do tudo

(+) Com adesao a parede do tubo.

1:64 1:128
+ +
1:64 1:128
+ +
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Tabela 2 - Concentragdo Inibitéria Minima de Aderéncia em pg/mL do Mel (60%) da Melipona

scutellaris e do digluconato de Clorexidina 0,12% contra a cepa de Escherichia coli (EC 110).

Concentragdo 1:1
em pg/ml

+
Concentragdo I:1
em pg/ml

Mel

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

+ + + + +
Digluconato de clorexidina 0,12%

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

Fonte: Préprio Autor (2021)

Legenda:

(-) Sem adesao a parede do tudo

(+) Com adesao a parede do tubo.

1:64 1:128
+ +

1:64 1:128
+ +

Nas tabelas 3 e 4, estdo representadas as Concentragdes Inibitérias Minimas de

Aderéncia (CIMA) do extrato etandlico de geopropolis da abelha sem ferrdao Melipona

scutellaris contra as cepas de Enterococcus faecalis (EF 110) e Escherichia coli (EC 110),

respectivamente, em comparagdo com o digluconato de clorexidina 0,12%.

Tabela 3 — Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia em pg/mL do Extrato etandlico de

geopropolis da Melipona scutellaris e do digluconato de Clorexidina 0,12% contra a cepa de

Enterococcus faecalis (EF 110).
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Concentragao

em pug/ml

Concentracao

em pg/ml

Geopropolis
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
+ + + + + +

Digluconato de clorexidina 0,12%

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

Fonte: Préprio Autor (2021)

Legenda:

(-) Sem adesao a parede do tudo

(+) Com adesao a parede do tubo

1:64

1:64
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1:128

1:128

Tabela 4 - Concentrag@o Inibitéria Minima de Aderéncia em pg/mL do Extrato etandlico de

geopropolis da Melipona scutellaris e do digluconato de clorexidina 0,12% contra a cepa de

Escherichia coli (EC 110).

Concentragdo

em pg/ml

Concentragao

em pg/ml

Geopropolis
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
+ + + + + +

Digluconato de clorexidina 0,12%

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

Fonte: Préprio Autor (2021)

Legenda:

(-) Sem adesao a parede do tudo
(+) Com adesdo a parede do tubo

1:64

1:64

1:128

1:128



Analisando os dados da tabela 1 observa-se que o mel na concentragao de 60%, utilizado
no presente estudo, apresentou uma CIMA sem efeito, demonstrando que nesta concentragao,
este produto natural ndo inibiu a formag¢do do biofilme das cepas de E. faecalis. O digluconato
de clorexidina 0,12% nio evidenciou uma atividade antiaderente significativa, tendo em vista
que apresentou CIMA 1:1. De acordo com os resultados apresentados na tabela 2, o mel na
concentracdo de 60% ndo apresentou atividade de inibi¢cao do biofilme frente as cepas de E.
coli, em contrapartida, a clorexidina 0,12%, apresentou inibi¢do na concentragdo de 1:8. De
acordo com a tabela 3 e 4, o extrato etandlico de geoprépolis ndo apresentou atividade de
inibicdo do biofilme produzido pelas cepas de E. faecalis e E. coli, pois o biofilme formado
ficou aderido na parede do tubo de ensaio.

Andrade Neto (2010), citou que o mel, assim como diversos produtos naturais, possui
uma variedade de componentes terapéuticos em func¢do de sua origem. Anacleto et al. (2009),
relataram que a composi¢ado, aparéncia, sabor e aroma siao dependentes de diversos fatores que
atribuem caracteristicas particulares ao mel, como o manejo do apicultor, as condi¢des
edafoclimaticas, composicao do néctar e a espécie vegetal. Roos et al. (2018), refere ainda que
outro fator determinante € a espécie da abelha produtora de mel.

De acordo com o exposto, é imprescindivel destacar que a busca por produtos naturais
que apresentem semelhanca em relacdo aos sintéticos estd cada vez mais crescente. Isso
impulsiona o desenvolvimento de pesquisas visando a descoberta de substincias com menor
efeito adverso e baixo custo, uma vez que os constituintes dos produtos naturais podem ser
empregados como compostos farmacologicamente ativos ou como matéria-prima
(DINGUESLESKI et al. 2015). Nessa perspectiva, € relevante salientar que se identificou
estudos limitados referentes a atividade antiaderente do mel e da geoprépolis de abelhas nativas
sem ferrdo, sendo preponderante na literatura pesquisas que contemplam o potencial
antibacteriano, utilizando como metodologia a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do mel
e geopropolis frente a microrganismos patogénicos orais. Observando-se a necessidade de
aprofundar as investigacOes sobre o potencial antibiofilme desses produtos naturais.

Ewnetu, Lemma e Birhane (2013), avaliaram os efeitos antibacterianos de méis contra
cepas de bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) e Klebsiella pneumoniae. De todos os trés tipos de méis, o mel das abelhas
sem ferrdo produziu as maiores inibi¢des na concentracdo de 50%, em todos os microrganismos

padrdes e resistentes, constatando que esses méis possuem destaque em relagdo aos méis de
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Apis melifera. Nishio et al. (2016), testaram a combinac¢do de dois méis de abelha sem ferrdo e
demonstraram a atividade antimicrobiana in vitro frente a bactérias gram-positivas € gram-
negativas, incluindo cepas multirresistentes.

O estudo de Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005) avaliaram a atividade
antimicrobiana do mel de uma abelha nativa sem ferrdo frente a 10 diferentes espécies de
microrganismos causadores de infeccdes clinicas. Em seus resultados dentre as bactérias que
apresentaram sensibilidade ao produto natural utilizado, incluem-se: Escherichia coli, Proteus
spp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp. e Streptococcus pyogenes, constatando
alta atividade antimicrobiana do mel contra bactérias gram-negativas e gram-positivas, que em
testes com antibidticos comerciais demonstraram resisténcia. Semelhantemente, Borsato
(2013), constatou em seu estudo a atividade antibacteriana e antiftingica de diferentes amostras
méis in natura frente a cepas de E. coli, S. aureus e C. albicans, referindo ainda que a acao
antimicrobiana ndo depende somente da espécie de abelha sem ferrdo produtora do mel, pois
diferentes amostras produzidas pelo mesmo meliponineo demonstraram atividade diferenciada
em relacdo ao efeito avaliado. Boorn et al. (2010), comprovaram que o mel da abelha sem ferrao,
Trigona carbonaria apresentou atividade antibacteriana de amplo espectro. Guerrini et al.
(2009), demonstraram o potencial antibacteriano do mel de abelhas nativas sem ferrdo para
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
Desse modo, tais estudos refor¢cam o potencial antibacteriano do mel, de uma forma geral, frente
aos microrganismos-teste do presente estudo, a E. coli e E. faecalis, evidenciando a inibi¢do da
atividade dessas bactérias patogénicas. Entretanto, na andlise da atividade antiaderente,
realizada no presente estudo, frente a esses microorganismos, observou-se que a clorexidina
0,12% demonstrou uma atividade antibiofilme superior.

Nassar, Li e Gregory (2012), avaliaram o efeito antimicrobiano do mel natural sobre a
inibicdo do crescimento bacteriano, viabilidade e formacdo de biofilme de Streptococcus
mutans em comparacao com um mel artificial, utilizando diferentes concentragdes. Os autores
constataram que o mel natural demonstrou mais inibi¢do do crescimento bacteriano, viabilidade
e formacdo de biofilme do que o mel artificial. Badet e Quero (2011), investigaram em seu
estudo o efeito inibidor de dois méis de Manuka, em diferentes concentracdes, contra bactérias
patogénicas orais. Para isso, avaliou-se a aderéncia de S. mutans em uma superficie de vidro e
em um biofilme multiespécies cultivado em discos de hidroxiapatita revestidos com saliva. Foi
constatado que o mel inibiu a formag¢ao do biofilme nas duas anélises, sugerindo que o mel de
Manuka pode ser capaz de reduzir patégenos da placa dentdria e controlar a deposi¢do de

biofilme dental. O presente estudo realizou a anélise da atividade antiaderente frente ao biofilme
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patogénico de cepas bacterianas de espécies diferentes das dos estudos supracitados, como foi
demonstrado nas tabelas 1 e 2, utilizou-se cepas de E. faecalis e E. coli. Outra divergéncia
observada de acordo com os resultados apresentados nesta pesquisa, foi que o mel na
concentragdo de 60%, nao inviabilizou a formagdo do biofilme de ambas as bactérias.

De acordo com Endo et al. (2014), a particularidade da microbiota encontrada em canais
de dentes com insucesso endodontico, deve-se a uma resisténcia especifica de determinados
microrganismos durante preparo quimico-mecéanico (PQM) e a medicacdo intracanal. Além de
possuir potencial de sobrevivéncia em condicdes ecoldgicas modificadas e ao meio nutricional
restrito, no interior do sistema de canais radiculares, onde as relagdes entre bactérias sao
minimas (ZHANG et al. 2012).

Dualibe; Gongalves e Ahid (2007), avaliaram o potencial antibacteriano do extrato de
geopropolis produzido pela abelha Melipona compressipes fasciculata frente a Streptococcus
mutans por meio de bochechos realizados por jovens voluntdrios. A partir desse estudo,
constatou-se a atividade antimicrobiana “in vivo” da geopropolis contra S. mutans presentes na
cavidade oral. No estudo de Eduardo (2014), que teve como objetivo isolar e identificar
compostos ativos da geopropolis de Melipona scutellaris frente ao biofilme oral de
Streptococcus mutans, realizou testes em um biofilme de S. mutans organizado em discos de
hidroxiapatita e avaliou os efeitos sobre a integridade bacteriana, biomassa, adesdo, proteinas
da matriz e polissacarideos, utilizando como controle positivo a clorexidina (0,12%). Em seus
resultados constatou-se que a substancia bioativa encontrada tem a capacidade de reduzir
polissacarideos e proteinas da matriz, afetando a viabilidade celular, se apresentando como um
agente promissor para controle de biofilmes orais patogénicos. Entretanto, os resultados ndo
demonstraram diferenca significativa quando comparado ao grupo tratado com a clorexidina
(0,12%).

Cunha et al. (2013), investigaram a influéncia da fracdo hexanica do extrato etandlico
de geoprdpolis no biofilme de S. mutans a partir de anélises in vitro e evidenciaram que o extrato
etandlico de geopropolis de Melipona scutellaris interferiu na formagcdo do biofilme de S.
mutans, reduzindo a biomassa, os polissacarideos e o teor de proteinas da matriz do biofilme,
concluindo que essas substincias bioativas da geoprdpolis sdo promissoras para controlar a
formacgdo do biofilme de S. mutans. Rochele et al. (2016), avaliaram o potencial antibiofilme
do extrato hidroalcodlico de diversos residuos agroindustriais (0 que sobrou apds o uso e seria
descartado), incluindo o da geopropolis de Melipona scutellaris. Com isso, foi possivelobservar
que a adesdo de microrganismos como S. epidermides S. aureus meticilina resistente,

S. aureus e S. mutans foi inibida, destacando a atividade antibiofilme frente a patogenos da area

48



médica e odontoldgica. Semelhantemente, um estudo mais recente realizado por Cunha et al.
(2019), no qual avaliou-se as propriedades antimicrobianas e de antiaderéncia de um composto
isolado da geoprdpolis da abelha sem ferrdo Melipona scutellaris contra as cepas de
Staphylococcus aureus (sensivel e resistente a meticilina) e ao biofilme em formagao e maduro
desses microrganismos, obteve em seus resultados a confirmacao da atividade antimicrobiana
contra ambas as cepas e verificaram que esse composto diminuiu significativamente a formacao
e viabilidade do biofilme desses microrganismos.

Demonstrando outra perspectiva, no presente estudo, testou-se a atividade
farmacoldgica do extrato etandlico de geoprdpolis, para a andlise do potencial antiaderente deste
produto natural, produzida pela mesma espécie de abelha dos estudos supracitados. Entretanto,
os ensaios “in vitro” foram realizados utilizando cepas de E. faecalis e E. coli, quepor sua vez,
apresentaram aderéncia a superficie do tubo de vidro nos testes com a substincia em anélise.

Kayaoglu et al. (2011), analisaram a atividade antibacteriana de duas amostras de extrato
etandlico de prépolis obtidas em diferentes locais, em comparacdo com a clorexidina eo
hidréxido de célcio contra Enterococcus faecalis. Para o experimento utilizaram blocos de
dentina padronizados, infectados com E. faecalis e preencheram o espaco do canal radicular
com as substancias. Em seus resultados, demonstraram que todos os agentes reduziram
significativamente o ndmero de bactérias cultivdveis. As duas amostras de prépolis foram
estatisticamente semelhantes e ambas se mostraram eficazes, entretanto, a clorexidina foi o
agente mais potente.

Semelhantemente, no estudo de Maia Filho et al. (2008) investigaram a atividade
antibacteriana “in vitro” da prépolis produzida pela abelha sem ferrdo Scaptotrigona sp, e de
outras solucdes usadas no tratamento endododntico frente a Enterococcus faecalis. As
substancias foram separadas para o teste em quadro grupos: Grupo I: hidréxido de calcio
(Calen®); Grupo II: gel clorexidina 2%; Grupo III: NaOCl 5% e Grupo IV: extrato de propolis.
Em seus resultados as substancias apresentaram efetividade na seguinte ordem decrescente:
Clorexidina > Hidréxido de Célcio > Extrato de Prépolis > Hipoclorito de sédio 5%. Assim,
concluiu-se que o extrato de prépolis demonstrou mais eficiéncia do que o Hipoclorito de s6dio
5%, entretanto a clorexidina foi a substancia mais potente frente a E. faecalis. O presente estudo
nao engloba a andlise do potencial antibacteriano “in vitro” da geoprdpolis como nos estudos
citados. No entanto, na avaliacdo comparativa da CIMA, que investigou a atividade
farmacoldgica a partir da andlise do potencial antiaderente, a clorexidina (controle postivo)

inibiu o biofilme tanto de E. faecalis, como de E. Coli.
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CONCLUSAO

No presente estudo foi detectado que o mel e a geoprépolis ndo demonstraram atividade
antiaderente frente a E. coli e E. faecalis. Desse modo, tendo em vista esses resultados, tornam-
se necessdrios a realizacdo de mais pesquisas visando avaliaro potencial antibiofilme desses
produtos naturais com a finalidade de investigar uma perspectiva promissora na odontologia e

possiveis indicagdes terapéuticas.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi detectado que o mel e a geoprdpolis ndo demonstraram atividade
antiaderente frente a E. coli e E. Faecalis. Assim, diante da importancia da realizacdo de
trabalhos avaliando o potencial farmacolégico de produtos naturais para a odontologia, torna-se
necessario a realizacdo de mais estudos laboratoriais avaliando o potencial antiaderente de
produtos naturais, como mel, testando-o em diferentes concentragdes e também a geoprdpolis,

a fim de investigar suas propriedades terapéuticas e o carater promissor na odontologia.
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