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JULIANI, Felipe Augusto. Desenvolvimento de um antisséptico bucal a base de
mel de abelha sem ferrdo. 2016. Dissertacdo Mestrado em Odontologia -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

Os antissépticos bucais sdo utilizados em larga escala pela populacao auxiliando na
higienizagdo da cavidade bucal, diminuindo assim a incidéncia de doengcas como a
carie. Contudo, alguns antissépticos bucais trazem riscos a saude oral e sistémica
do paciente como mudanca da cor dos dentes e bioacumulacdo de substancias
toéxicas no epididimo e adipdcitos. O objetivo deste estudo foi desenvolver um
antisséptico bucal contendo mel de abelhas indigenas sem ferrdo da espécie
Scaptotrigona postica, Latreille 1807 e analisar atividade antimicrobiana e
citotoxicidade do produto. Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foram
utilizados o0s microrganismos, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Streptococcus mutans para o teste de agar difusé@o e a curva de crescimento e morte
celular nos tempos de 1, 15, 30, 45, 60, 120 segundos, 30 minutos e 1 hora. Foram
testados o mel puro, a base do antisséptico, a base acrescida de 5%, 10% e 20%
(v/v) do mel de abelhas sem ferrdo e dois controles triclosan 0,05% e clorexidina a
0,12%. J& para o teste de citotoxicidade foi utilizada a célula FaDu, e a viabilidade
celular foi avaliada com base na oxidacao mitocondrial do MTT nos mesmos tempos
da curva de crescimento e morte celular. A microscopia eletrénica de varredura foi
realizada com S. mutans na presenca do antisséptico contendo 20% (v/v) do mel por
1, 15 e 30 minutos. Para o teste de difusdo em agar, o mel puro apresentou halo de
inibicdo de 30 + 0,27 mm para E. coli, 16 £ 0,93 mm para E. faecalis e 26 + 0,33 mm
para S. mutans. Em relacdo aos produtos, E. coli apresentou um halo de inibicdo de
12 £ 0,2 mm somente com a formulagéo de 10% (v/v) de mel. Para E. faecalis, 10%
e 20% (v/v) demonstraram atividade antimicrobiana com halo de inibicdo de 17 *
0,58 mm e 21 + 0,33 mm, respectivamente e para S. mutans, 10% e 20% (v/v)
demonstraram atividade antimicrobiana com halo de inibigdo de 19 + 0,20 mm e 25 £
0,60 mm, respectivamente. Os antissépticos contendo 10% e 20% (v/v) de mel
apresentaram efeito bactericida ao longo do tempo para E. faecalis e S. mutans. O
produto ndo apresentou efeito algum contra E. coli. Em relacdo a citotoxicidade, as 3
concentracbes de antisséptico bucal apresentaram perda de viabilidade celular
inferior a 50%. Na microscopia eletronica de varredura foi possivel observar a
formacdo de vesiculas na parede celular, desarranjo celular e queda na populacao.
Assim através destes testes, conseguimos demonstrar a aplicabilidade do mel de
abelha sem ferrdo em um produto capaz de eliminar microrganismos bucais e ajudar
no controle de doengas como a cérie dentaria.

Palavras-chave: Antisséptico bucal. Atividade antimicrobiana. Viabilidade celular.
Mel de abelha sem ferréo.



JULIANI, Felipe Augusto. Development of an oral antiseptic base of stingless
bee honey. 2016. Dissertation (Master's degree in Odonthologic Clinic) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The mouthwash are used by large-scale population aiding in cleaning the oral cavity,
thus reducing the incidence of diseases such as caries and periodontal disease.
However, some mouthwashes pose risks to oral and systemic health of the patient as
change the color of teeth and bioaccumulation of toxic substances in the epididymis
and adipocytes. The aim of this study was to develop a mouthwash containing honey
indigenous stingless bee from the specie Scaptotrigona Postica, Latreille 1807 and
analyze the antimicrobial activity and cytotoxicity of the product. To evaluate the
antimicrobial activity, the organisms were used, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli and Streptococcus mutans to agar test diffusion and growth curve and cell death
in the times 1, 15, 30, 45, 60, 120 seconds 30 minutes and 1 hour. The pure honey
the base of the antiseptic, the added base 5%, 10% and 20% (v/v) of stingless honey
bees and two controls triclosan and chlorhexidine 0.05% to 0.12% were used to the
test. As for the cytotoxicity assay was used FaDu and cell viability was assessed by
mitochondrial oxidation of MTT at the same time the growth curve and cell death.
The scanning electron microscopy was performed with S. mutans in the presence of
an antiseptic containing 20% (v/v) honey by 1, 15 and 30 minutes. For the agar
diffusion test, pure honey showed inhibition zone of 30 mm + 0.27 for E. coli, 16 *
0.93 mm for E. faecalis and 26 + 0.33 mm for S. mutans. For products, E. coli
showed a zone of inhibition of 12 + 0.2 mm only with formulation 10% of honey. For
E. faecalis 10% and 20% showed antimicrobial activity in inhibition zone of 17 mm *
0.58 and 21 + 0.33 mm, respectively, and for S. mutans, 10% and 20% showed
antimicrobial activity with halo inhibition of 19 mm + 0.20 and 25 + 0.60 mm,
respectively. The antiseptic containing 10% and 20% honey showed bactericidal
effect over time for E. faecalis and S. mutans. The mouthwash containing 10% and
20% honey exhibit bactericidal effect over time for E. faecalis and S. mutans.
However, the product did not show any effect against E. coli. With regard to
cytotoxicity, the mouthwash three concentrations showed loss of cell viability below
50%. In scanning electron microscopy, we observed the formation of vesicles in the
cell wall, cell disarray and decline in population. So through these tests, we
demonstrate the applicability of stingless bee honey in a product capable of
eliminating oral microorganisms and help control diseases like tooth decay.

Key words: Mouthwash. Antimicrobial activity. Cell viability. Stingless bee honey.
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1 Introducéo Geral

A microbiota da cavidade bucal é composta por milhares de microrganismos,
dentre eles bactérias, fungos e virus, 0os quais encontram nela seu nicho ideal. A
presenca de bactérias patogénicas e produtos de seu metabolismo interferem na
homeostase dos da cavidade bucal, levando ao desenvolvimento de doencas como
carie (JAKUBOVICS, 2015; FALSETTA etal., 2014).

Varias pesquisas como estudos epidemiologicos, ensaios laboratoriais e
testes em animais confirmam a associacéo entre Streptococcus mutans, carie dental
e ma higienizacdo da cavidade oral. S. mutans é uma bactéria Gram positiva com
morfologia de coco anaerdbio facultativo e apresenta como produto final de sua
fermentacdo o acido latico. A producdo excessiva desse acido por esse coco, na
presenca de carboidratos causa uma queda no pH (abaixo de 5,0) e
desmineralizacdo dos tecidos dentarios, dando origem a carie. Esta doenca é
multifatorial e de alcance global, afetando desde criancas até adultos. Em algumas
partes do mundo apresenta-se de forma endémica em decorréncia da minima
instrucdo de higiene da populacdo e mas condi¢des locais (dgua nao fluoretada,
falta de tratamento odontoldgico adequado e a dieta cariogénica) (DALMASSO et al.,
2015; ODA; HAYASHI; OKADA, 2015). S. mutans também esta associado a casos
de infeccdo ndo bucal como é o caso da endocardite bacteriana. Assim, € importante
diminuir a quantidade de bactérias na saliva antes de procedimentos invasivos,
evitando a ocorréncia de bacteremia e consequente endocardite (KAUR; RAJESH,;
PRINCY, 2015).

Outro importante microrganismo presente na cavidade bucal € a bactéria
Enterococcus faecalis, um coco gram positivo e anaerobio facultativo. Esta bactéria
consegue colonizar uma vasta gama de habitats, como o trato gastrointestinal e
vagina. Na cavidade oral apresenta-se livre na saliva e, quando presente nos canais
radiculares, esta associada ao fracasso e a necessidade do retratamento
endodoéntico (WANG, Q.-Q. et al.,, 2012). Melhorias nas técnicas de coleta de
material bioldégico e métodos de identificacdo molecular auxiliaram na evidenciacao
deste microrganismo em canais radiculares (SEDGLEY; BUCK; APPELBE, 2006). E.
faecalis apresenta alguns mecanismos que auxiliam na sobrevivéncia e
permanéncia no interior do dente, onde a polpa dental em decomposi¢cdo cria um

ambiente extremamente indspito. Dentre esses mecanismos estdo a alta adaptacao
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nutricional, sobrevivéncia em meio extremamente alcalino e mobilidade para
penetrar fundo nos tubulos dentinarios (ZHANG; DU; PENG, 2015; AMARAL et al.,
2014; BUMB et al, 2014; GURSOY; OZCAKIR-TOMRUK; TANALP, 2013;
SEDGLEY; BUCK; APPELBE, 2006).

Em decorrencia da grande quantidade de microrganismos na cavidade bucal,
esta mesma caracteristica pode ser aplicada as patologias como a doenca carie,
periodontopatias e as alteracdes pulpares. E raro encontrarmos microrganismos
como Escherichia coli em dentes indicados para tratamento endodontico. Nao se
sabe ao certo se a bacteria E. coli esta contribuindo para o desenvolvimento da
doenca pulpar ou € um achado clinico, porém, coletas clinicas e testes moleculares
identificaram bacterias do genero Escherichia em doengas pulpares (RANI;
CHOPRA, 2006; HAAPASALO; UDNAS; ENDAL, 2003).

A utilizacdo da escova de dente, pasta e fio dental aliada a uma correta
técnica de higiene bucal estdo entre as opc¢des encontradas pelo ser humano para a
remocgdo mecéanica dos microrganismos patogénicos. Porém, alguns pacientes nao
conseguem alcancar certos locais ou até mesmo ndo tem a destreza manual
necessaria para realizar uma higiene bucal eficiente, ndo removendo os
microrganismos de forma satisfatoria e, consequentemente, favorecendo a evolugéo
de patologias (GUNSOLLEY, 2010). Buscando uma alternativa para este problema,
0S antissépticos bucais sdo recomendados, pois conseguem alcancar os locais que
sao de dificil acesso ao paciente, além de desestabilizar e auxiliar na remoc¢éo dos
microrganismos (GONCALVES, E. D. A,, 2013; SANTOS, 2003).

O mercado conta com uma grande variedade de antissépticos bucais que
podem auxiliar o paciente na remocdo dos microrganismos. Uma substancia
antisséptica amplamente utilizada € o Triclosan ou triclosanato, um composto
fendlico amplamente utilizado em desodorantes, na limpeza de material cirdrgico,
detergente, sabonetes, produtos para limpar as maos, gel, lo¢cdes pos barba,
produtos de higiene oral como pastas de dente e antissépticos entre outros.
Apresenta um amplo espectro de acado contra bactérias Gram positivas e negativas,
sendo mais eficiente contra bactérias anaerébicas. Também tem acdo contra fungos,
como leveduras do género Candida e ainda possui atividade anti-inflamatéria. E
apresentado comercialmente nas concentracdes entre 0,03% até 0,5% (WATANABE
et al., 2015; DE ROSSI et al., 2014). Contudo o Triclosan pode acumular-se nos

adipécitos e epididimo, podendo levar a problemas endocrinos e de fertilidade.
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Alguns trabalhos encontraram concentracdes de Triclosan em plantas, animais e em
aguas fluviais, comprovando assim sua bioacumulacdo e aumentando 0s riscos
para o seres humanos (REISS et al.,, 2002; WANG, L.; ASIMAKOPOULOQOS;
KANNAN, 2015; WANG, L.-S. et al., 2009; FORAN; BENNETT; BENSON, 2000).

Outra opcéo de antisséptico bucal apresentada pelo mercado € a clorexidina.
Quimicamente classificada como diglucanato de clorexidina, tem amplo espectro de
acdo, sendo eficiente contra bactérias Gram positivas e negativas, virus e fungos
(DE ROSSI et al.,, 2014). Assim a clorexidina apresenta-se como um excelente
antisséptico, podendo, também, ser utilizada como solucéo irrigadora no tratamento
endodoéntico (KOLOSOWSKI et al., 2015). Comercialmente pode ser encontrada nas
concentragdo de 0,12% a 0,2% (DE MOURA et al., 2012; PRASAD et al., 2015;
FEDOROWICZ et al.,, 2010). Entretanto, a clorexidina apresenta alguns efeitos
adversos oriundos do uso crénico, como manchamento dentario e lingual, sabor
desagradavel, sensacdo de queimacao e perda do paladar (PAPAIOANNOU et al.,
2015).

Outro problema € a presenca do alcool, utilizado como solvente para o
principio ativo de antissépticos bucais. O alcool auxilia na remocédo da placa
bacteriana mas causa sensacdo de ardéncia na boca. Além disso, o alcool tem a
capacidade de infligir danos ao material genético das células humanas podendo
aumentar o risco de desenvolvimento do cancer de boca (REIDY; MCHUGH,;
STASSEN, 2011; ZAMORA-PEREZ et al., 2013).

Assim, frente a estes problemas, um antisséptico bucal contendo em sua
féormula mel de abelha, poderia substituir os principios ativos como, triclosan e
clorexidina nos antissépticos bucais atuais. O mel de abelha € um importante
suplemento alimentar, o qual, desde a antiguidade, €é utilizado também no
tratamento de feridas. Atualmente, o mel de abelhas como o da Apis melifera, sua
eficacia como agente cicatrizante € comprovada nos casos de tratamentos de
feridas como de Ulcera cronica de pacientes diabéticos, Ulceras de estbmago, feridas
e queimaduras MANDAL; MANDAL, 2011; LUSBY; COOMBES; WILKINSON, 2005).
Suas propriedades cicatrizantes devem-se em parte ao seu pH acido que promove a
cicatrizacdo gracas a liberacdo de oxigénio da hemoglobina. Além disso, o pH &cido
nao é favoravel a atividade de proteases, reduzindo assim a destruicdo da matriz
extracelular (MOLAN, P.; RHODES, 2015). Adicionalmente, uma das atividades
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farmacoldgicas do mel de abelha que tem chamado a atencéo dos pesquisadores, é
a atividade antimicrobiana.

Os agentes antimicrobianos sdo de extrema importancia no combate a
infeccdes, porém nos ultimos anos a resisténcia aos antimicrobianos tradicionais e
os de ultima geracdo tem gerado grandes preocupacdes. Neste contexto, o mel de
abelha tem sido testado nos ultimos anos na busca por um mel ou produto que
auxilie no combate contra microrganismos resistentes a antibioticos (ZAINOL; MOHD
YUSOFF; MOHD YUSOF, 2013).

O mel apresenta uma grande variedade de componentes dentre eles sua
grande maioria € de carboidratos como frutose, glicose, erlose, gentiobiose, maltose,
maltotetraose, isomaltose, isomaltotriose. Em menor quantidade estdo minerais
como célcio, ferro, magnésio, fosfato, potassio, sédio, fluoretos dentre outros
(COHEN et al., 2014) e pequenas quantidades de peroxido de hidrogénio,
metilglioxal, leptosina, melanoidina e radicais livre que junto com a grande
quantidade de carboidratos, estdo relacionados com a atividade antimicrobiana do
mel de abelha. Demonstrando assim varios mecanismos de acao distintos,
diminuindo o desenvolvimento de resisténcia (BRUDZYNSKI; SJAARDA, 2015; LIU
et al., 2015). Algumas injurias, como Ulceras crbénicas de pacientes diabéticos, estdo
intimamente ligadas a colonizacdo de bactérias como Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) e E. faecalis. Ambos 0s microrganismos provaram-
se sensiveis ao mel de abelha, sugerindo assim, a sua possivel utilizacdo clinica
como agente antimicrobiano (COOPER; MOLAN; HARDING, 1999).

O mel de abelha da A. melifera, utilizado ao redor do mundo para avaliacdo
da atividade antimicrobiana, apresenta atividade antimicrobiana contra o0s
microrganismos da cavidade oral como S. mutans. Apesar de serem microrganismos
que fermentam o aclcar encontrado na cavidade oral, 0 mel de abelha através da
grande quantidade de produtos presentes na sua COmMpOSiCa0, apresenta uma
grande variedade de mecanismos de acdo, assim, consegue eliminar estes
microrganismos e ajudar no controle da doenca. Além disso, estudos apontam para
a incapacidade do mel de abelha de causar lesbes erosivas no esmalte do dente
devido ao baixo pH. Provavelmente os minerais presentes no mel como, calcio,
fosforo e fluoridos protegem os tecidos como esmalte e dentina de danos.
Transformando assim o produto natural em um poderoso aliado no combate e

controle de doengas como a cérie e controle dos microrganismos na cavidade bucal
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(APARNA et al.,, 2012 ; PATEL; THAKER; PATEL, 2011; GROBLER; DU TOIT;
BASSON, 1994).

No Brasil € comum a meliponicultura, nome dado ao cultivo de abelhas
nativas sem ferrdo ou abelha indigena sem ferrdo. Existem atualmente cerca de
mais de 300 espécies distribuidas por todo o territorio nacional. Essas abelhas eram
utilizadas pelos indigenas desde os tempos pré-colombianos para alimentacdo e
para o tratamento de feridas (CARVALHO, 2005).

Estudos utilizando o mel de abelhas indigenas sem ferrdo demonstram a
atividade antimicrobiana do mel contra uma ampla variedade de microrganismos
(GONCALVES, A L.; FILHO; MENEZES, 2005; MERCES et al., 2013; BOORN et
al., 2010). Ele também apresenta uma melhor atividade antimicrobiana contra cepas
resistentes a antibiéticos do que o mel tradicional da abelha A. melifera,
demonstrando a grande importancia deste mel na medicina atual e como uma nova
opcado para o tratamento de microrganismos resistentes (EWNETU; LEMMA,;
BIRHANE, 2013; SILVA et al., 2013).

Dentro desse cenario, a elaboracdo de uma formulacédo antisséptico bucal
contendo mel de abelhas indigenas sem ferrdo como agente antimicrobiano poderia
oferecer um novo produto ao mercado, o qual ndo cause danos ao meio ambiente e

com menos (ou nenhum) efeitos adversos oriundos do uso cronico.

1.1  Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma formula antisséptica bucal
contendo mel de abelhas sem ferrdo, da espécie Scaptotrigona postica, Latreille

1807, bem como avaliar sua atividade antimicrobiana e citotoxicidade.

1.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver uma formulacéo liquida, como base de um antisséptico bucal.

- Determinar a concentracdo ideal do produto para determinar a atividade
antimicrobiana.

- Avaliar a toxicidade para as diferentes concentracdes do produto.

- Avaliar os efeitos ultraestruturais do produto sobre S. mutans.
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Resumo

Resumo: Propésito: Avaliar a atividade antimicrobiana e viabilidade celular de uma
formulacdo antisséptica contendo 5%, 10% e 20% (v/v) de mel de abelhas indigenas
sem ferrdo contra 0s microrganismos Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis e
Escherichia coli. Metodologia: Para os testes, foi utilizado o mel puro e
confeccionadas 6 formulacdes, uma base, a base acrescida de mel de abelhas
indigenas sem ferrdo nas porcentagens de 5%, 10% e 20% v/v e dois controles,
triclosan a 0,05% (p/p) e clorexidina a 0,12% (p/p). Para avaliagdo da atividade
antimicrobiana foi utilizado o teste de difusdo em agar. A curva de crescimento e
morte celular foi testada nos tempos 1, 15, 30, 45, 60 e 120 segundos, 30 minutos e
1 hora. Para avaliacdo da viabilidade celular, foram utilizadas células FaDu nos
mesmos tempos da curva de crescimento e morte celular. A microscopia eletronica
de varredura foi utilizada para visualizar os danos do antisséptico bucal a 20% (v/v)
contra 0 microrganismo S. mutans nos tempos de 1,15 e 30 minutos. Resultados:
Para o teste de difusdo em agar, o mel puro apresentou halo de inibicdo de 30+0,27
mm para E. coli, 16£0,93 mm para E. faecalis e 26£0,33 mm para S. mutans. Em
relacdo aos produtos, E. coli apresentou um halo de inibicdo de 12+0,2 mm somente
com a formulagdo de 10% (v/v) de mel. Para E. faecalis, 10% e 20% (v/v)
demonstraram halo de inibicdo de 17+0,58 mm e 21+0,33 mm, respectivamente e
para S. mutans, 10% e 20% (v/v) demonstraram halo de inibicdo de 19+0,20 mm e
250,60 mm, respectivamente. Os antissépticos contendo 10% e 20% (v/v) de mel
apresentaram efeito bactericida ao longo do tempo para E. faecalis e S. mutans.
Entretanto, o produto ndo apresentou efeito algum contra E. coli. Em relacdo a
citotoxicidade, as 3 concentracbes de antisséptico bucal apresentaram perda de
viabilidade celular inferior a 50%. Na microscopia eletronica de varredura foi possivel
observar a formacao de vesiculas na parede celular, desarranjo celular e queda na
populacdo. Todas os dados foram estatisticamente significantes (p < 0,05).
Significado clinico: Este estudo demonstra que uma formulacdo antisséptica com
20% de mel de abelhas indigenas sem ferrdo, pode ser utilizado no controle
microbiano da cavidade bucal, sem o risco de danos aos tecidos dentinarios e
adjacentes.

Palavras chave: antisséptico bucal, atividade antimicrobiana, viabilidade celular,
mel de abelha sem ferréo.
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2.1 Introducao

A microbiota bucal é rica em microrganismos como bactérias, fungos e virus.
E de extrema importancia que ocorra o controle populacional destes
microrganismos, em especial as bactérias, para evitar que no futuro, o
desenvolvimento de patologias como a carie, doenca periodontal e doencas
pulpares. A doenca cérie est4d fortemente relacionada ao microrganismo
Streptococcus mutans, um coco gram positivo, anaerdbio facultativo. Esta bactéria
apresenta varios fatores que influenciam na patogenicidade da doenca como a
acidogenicidade, aciduricidade, capacidade de adesdo e o metabolismo de uma
vasta quantidade de acucares (DALMASSO et al., 2015; ODA; HAYASHI; OKADA,
2015; KAUR; RAJESH; PRINCY, 2015).

Outro importante microrganismo que habita a cavidade bucal é a bactéria
Enterococcus faecalis, um coco gram positivo, anaerobio facultativo. Na odontologia
este microrganismo esta intimamente relacionado ao insucesso do tratamento dos
canais radiculares. Este microrganismo apresenta mecanismos de sobrevivéncia
extremamente eficientes, como a habilidade de penetrar nos tubulos dentinarios dos
canais radiculares e sobreviver por longos periodos (AMARAL et al., 2014; BUMB et
al., 2014; GURSOY; OZCAKIR-TOMRUK; TANALP, 2013; TENNERT et al., 2014).
Em alguns casos foram encontradas colonizacdes por bactérias do género
Eschechricia em dentes com indicagédo endodontica. Em decorréncia do carater poli
microbiano da doenca pulpar, bactérias deste género ja foram isoladas e
identificadas por técnicas moleculares. Entretanto, ndo ha indicios de que as
bactérias do género Eschechricia contribuam para a formacéo e desenvolvimento de
doencas pulpares ou sdo simplesmente achados clinicos. (ESRAFIL BALAEI et al.,
2009; FARDIN et al., 2011; HEGDE, 2013).

Uma opc¢ao no controle destes microrganismos € a utilizacdo de antissépticos
bucais. Os antissépticos contendo clorexidina ou triclosan sdo amplamente utilizados
pela populagdo. Ambos apresentam eficiente atividade antimicrobiana contra os
microrganismos da cavidade bucal. Contudo, a clorexidina pode causar danos aos
tecidos bucais como, manchamento dentario e lingual, sensagdo de queimacgéo e
perda de paladar (PAPAIOANNOU et al., 2015; ELEY, 1999). Por sua vez, o

triclosan pode acumular-se em tecidos como adipdcitos e epididimo, podendo
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desencadear distlrbios endocrinos e de fertilidade (WANG, L.; ASIMAKOPOULOS;
KANNAN, 2015; FORAN; BENNETT; BENSON, 2000).

Com o advento da descoberta da atividade antimicrobiana do mel e em
especial do mel de abelhas indigenas sem ferrdo, este produto natural pode ser
utilizado como substituto dos principios ativos na formulacdo de um antisséptico
bucal, sem causar danos aos tecidos bucais e dentarios. A atividade antimicrobiana
do mel de abelhas indigenas sem ferrdo est4d associada a uma série de
componentes, como a grande quantidade de acucares, baixo pH e a presenca em
menor quantidade de peroxido de hidrogénio, metilglioxal, leptosina e radicais livres.
Em decorréncia da grande quantidade de componentes, o mel de abelhas indigenas
sem ferrdo apresenta uma serie de mecanismo de ac¢ao, dificultando a formagéo de
resisténcia por parte dos microrganismos (BRUDZYNSKI; SJAARDA, 2015;
MERCES et al., 2013; LIU et al., 2015). Além disso, este produto apiario apresenta
atividade antimicrobiana contra cepas multiresistentes a antibiéticos, reforcando seu
potencial antimicrobiano (ALVES et al.,, 2011; GONCALVES, A L.; FILHO;
MENEZES, 2005; MERCES et al., 2013; BOORN et al., 2010).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um antisséptico bucal
contendo mel de abelhas indigenas sem ferrdo, da espécie Scaptotrigona postica,
Latreille 1807 bem como, determinar sua atividade antimicrobiana e avaliar a

citotoxicidade do novo produto.
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2.2 Metodologia

2.2.1 Formulacao da base do antisséptico bucal:

A formulacédo do antisséptico bucal foi desenvolvida da seguinte maneira: 1)
Base: formula base: sem antisséptico; 2) Tri: férmula padrédo contendo triclosan
(0,05%; p/p); 3) CIx: formula padrdo contendo digluconato de clorexidina (0,12%;
p/p); 4) MEL 5%: férmula contendo mel (5,0%; v/v); 5) MEL 10%: formula contendo
mel (10,0%; v/v); 6) MEL 20%: férmula contendo mel (20,0%; v/v). Todas as
amostras foram produzidas em ambiente estéril a temperatura ambiente (25°C *
5°C).

2.2.2 Coletado mel:

A amostra de mel utilizados neste estudo foi coletada do Meliponario da
Unidade de Conservacdo Monte Sinai (Maua da Serra - PR, Brasil), nos dias
18/02/2015 e 15/11/2015. A amostra de mel foi obtida a partir da abelha sem ferréo
Scaptotrigona postica, Latreille, 1807. ApoOs a coleta, o mel foi mantido refrigerado a

8°C para manutencéao de suas propriedades.
2.2.3 Cultivo dos microrganismos:

Foram utilizadas para os testes trés bactérias, Enterococcus faecalis ATCC
29212 e Streptococcus mutans UA159 e Escherichia coli ATCC 25922. As placas
contendo estes microrganismos foram mantidas a uma temperatura de 4°C a 8°C
em placas de BHI-agar (Brain heart infusion Agar). Para a realizacdo dos testes,
foram coletadas 5 colénias de cada microrganismo com alca descartavel em
ambiente estéril em falcon de 50 mL contendo dentro do tubo 10 mL de BHI-caldo
(Brain heart infusion brought). Em seguida, os microrganismos E. faecalis e E. coli
foram incubados em um shaker por 16 horas com temperatura constante de 37°C a
150 rpm. J& o microrganismo S. mutans foi incubado por 16 horas em uma estufa a

temperatura constante de 37°C com 5% de CO, sem agitacao.



29

2.2.4 Teste da atividade antimicrobiana por difusdo em agar:

Apoés 16 horas de crescimento, os inoculos foram lavados trés vezes com
PBS e preparada uma suspensdo bacteriana diluida com PBS com turbidez
semelhante & da escala de McFarland 0,5 em tubo de vidro transparente, em
ambiente estéril, totalizando 1,5 x 10® UFC/mL. Em seguida, foi colocado uma fina
camada de Agar bacterioldgico (Kasvi) no fundo da placa. Apés, uma camada de 20
mL BHI-agar (1%), contendo 150 ul da suspensédo de microrganismos avaliados, foi
depositada sobre o agar bacterioldgico. Em seguida, a camada de BHI-agar foi
perfurada 4 vezes para a confeccdo dos po¢cos com uma pipeta de mil microlitros,
em seguida foi removido o tampéo de cada poc¢o, assim tendo como fundo a camada
de agar bacteriologico. Entdo foi adicionado em cada poco uma das formulagcbes
antissépticas bucais contendo mel 5%, 10% e 20% (v/v). O ultimo poco de cada
placa foi preenchido com um dos controles (Base, Triclosan ou Clorexidina). O teste
com o mel puro também foi realizado, utilizando 4 pocgos por placa para cada
microrganismo. Apés 24 horas, os halos de inibigcdo foram medidos com o auxilio de
um paquimetro eletrénico. Em seguida foi realizada a subtracdo do halo de inibi¢édo

pelo poco. Os resultados foram expressos em milimetros.
2.2.5 Ensaio de viabilidade celular:

A citotoxicidade dos antissépticos foi avaliada com base na oxidacao
mitocondrial do MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazdlio; azul de tiazolilo)
(Sigma) (MOSMANN, 1983). Células FaDu, foram cultivadas em placas de 96 pogos
(3 x 10* células / pogo / 200 pL), durante 1, 15, 30, 45, 60, 120 segundos, meia hora
e uma hora em meio RPMI com 10% de soro bovino fetal a 37°C em 5% de CO,. Os
tratamentos recebidos foram: somente meio de cultura RPMI, salina tamponada com
fosfato (PBS), TRITON a 0,1%, a base do antisséptico bucal e antissépticos bucais
contendo 5%, 10% e 20% do mel. Apos os tratamentos, os sobrenadantes foram
removidos e as células receberam 10 uL de MTT (5mg/mL) durante 3 horas a 37°C
em 5% de CO, Os cristais de formazan foram solubilizados em 10% de Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS) e 50% de Dimetil Formamida (DMF), e apés 30 minutos de
absorbancia foi mensurada a 570 nm em um leitor de placas (Leitor de TP, Thermo

Placa Thermo Plate -TP-Reader). Os resultados foram expressos como
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porcentagem relativa da reducdo de MTT para o grupo controle calculada da
seguinte forma:

Células viaveis (%) = (DO da célula tratada/DO da célula ndo tratada) x 100.

2.2.6 Curvade crescimento e morte

ApoOs 16 horas de crescimento, os inoculos foram lavados trés vezes com
PBS e preparada uma suspensdo bacteriana diluida com PBS com turbidez
semelhante a da escala de McFarland 0,5 em tubo de vidro transparente, em
ambiente estéril, totalizando 1,5 x 10® UFC/mL. Para realizacdo da curva de
crescimento e morte celular, cada composto foi testado nos tempos de 1, 15, 30, 45,
60, 120 segundos, 30 minutos e 1 hora, utilizando para isto um microtubo contendo
995 ul do composto e 5 ul do microrganismo. Para cada tempo foi utilizado um
microtubo novo. Apés 0 microrganismo entrar em contato com o0 composto, 0
microtubo foi vortexado e colocado na estufa a 37°C até o término do tempo. Em
seguida, foi retirada uma aliquota de 10 pl e diluida 1:10, 1:100 e 1:1000. Na ultima
diluicdo foram retirados 10 ul para plagueamento em BHI agar e colocado na estufa

por 24 horas. Apds o tempo de incubacéo, as colonias foram contadas.

2.2.7 Microscopia eletronica de varredura

Para a microscopia eletrdonica de varredura, as laminulas foram lavadas com
detergente neutro, imersas em alcool 50% por 1 hora, imersas em alcool 100% até
total evaporacao e esterilizadas por autoclavacdo. Apos, as laminulas foram tratadas
com 20 pL de Poly-L-Lisina (Sigma, 0,1%) e adicionadas em uma placa de 24 pocos.
A solucdo fixadora foi preparada no dia do experimento e continha glutaraldeido 2%,
paraformaldeido 2% e tampéao cacodilato a 0,1 M, com pH 7,2. Para o experimento,
foram colhidas 5 colénias de S. mutans UA 159 da placa de cultura com alca
descartavel em ambiente estéril, adicionadas a 10 mL de BHI-caldo em um falcon de
50 mL e incubadas a 37°C com 5% de CO, sem agitacdo por 16 horas. ApoOs este
tempo, o inéculo foi lavado 3 vezes com PBS e preparada uma suspensdo
bacteriana diluida com a formulac&o base do antisséptico bucal (sem adicdo de mel)
com turbidez semelhante a escala de Mc Farland n°1 em um tubo de vidro

transparente estéril. No microtubo foi adicionado 90 pL da formulagdo antisséptica
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bucal a 20% (v/v) ou da base (controle negativo) mais 10 pL do inéculo citado acima.
Os tubos foram vortexados e incubados a 37°C com 5% de CO, sem agitagcéo por 3
tempos distintos: 1 minuto, 15 minutos e 30 minutos. Os grupos antisséptico e base
foram fixados separadamente, colocando 20 pL em cada laminula e 20 pyL do
fixador, respeitando os tempos ja citados acima. Apds, as amostras foram levadas
para a estufa para evaporacdo de parte do liquido por 40 minutos a 40°C. Cada
poco contendo uma laminula foi acrescentado com 480 pL da solucdo fixadora
(descrita acima). A amostra ficou por 12 horas coberta com papel aluminio a
temperatura ambiente antes da desidratacdo. As amostras foram desidratadas
dentro de uma capela, a solucéo fixadora foi removida e as amostras foram lavadas
com 500 pL de tampéao cacodilato 0,1 M por 3 vezes por 15 minutos. Em seguida, foi
realizada a pos fixagdo com Tetroxido de Osmio a 1% e cacodilato a 0,1 M com * 80
ul por laminula por 1 hora em local escuro. Apos este passo o Tetroxido de Osmio
foi removido e as amostras foram lavadas novamente com 500 pL de tampéo
cacodilato a 0,1 M por 3 vezes, 15 minutos cada. Em seguida o cacodilato foi
removido e as amostras foram desidratadas com alcool 70, 80, 90 e 100% por 3
vezes de 15 minutos e entdo as amostras foram estocadas em alcool 100% até o
processamento. As amostras foram analisadas pelo Laboratério de Microscopia
Eletrdnica e Microanalise (LMEM) da Universidade Estadual de Londrina, utilizando
um microscopio eletrdnico de varredura FEI Quanta 200.

Apés as amostras passarem pelo ponto critico (troca do alcool 100% pelo
CO,) as amostras foram colocadas em um stub de acrilico e fixadas com uma fita de
carbono. Depois estes foram metalizados na sua superficie com uma fina camada
de ouro, utilizando vacuo com Argbnio com corrente de 40mA por 100s. Depois este
foi levado ao microscopio eletrénico de varredura utilizando um aumento de 2.500,

5.000 e 40.000 vezes para analise.
2.2.8 Andlise estatistica:

Todos os dados apresentados representam valores médios de trés
experimentos em tréplica.
Para os testes de atividade antimicrobiana por agar difusédo, foram utilizados o

Anova de uma via e o teste de Tukey para analisar a diferenca entre as médias.
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Ja para os testes de curva de crescimento e morte celular e de viabilidade
celular foram utilizados os testes de Anova de duas vias e teste de Bonferroni para
analisar a diferenca entre as médias.

Todos os testes foram realizados com nivel de significancia de 5% (p <0,05)

no programa GraphPad Prism 5.0.

2.3 Resultados:

2.3.1 Teste da atividade antimicrobiana por difusdo em agar:

A Fig. 1 demonstra o resultado do teste de &gar difusdo realizado com as
bactérias S. mutans, E. faecalis e E. coli. Observou-se que o mel de abelha sem
ferrdo puro tem atividade antimicrobiana para os trés microrganismos testados,
porém apresenta uma maior atividade para o microrganismo E. coli (p < 0,05) com

halo de inibicdo de 30 mm (Fig. 1).
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Figura 1 - Atividade antimicrobiana do mel de abelha sem ferrao.

A Fig. 2 demonstra o resultado do teste de &gar difusdo realizado com E.
faecalis. Assim, foi observado que a Base do produto sem mel e o antisséptico a 5%
(v/v) ndo apresentaram atividade antimicrobiana. J4 os controles Triclosan e

Clorexidina apresentaram elevada atividade antimicrobiana. Os antissépticos nas
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concentracbes de 10% (v/v) e 20% (v/v) apresentaram atividade antimicrobiana

frente a bactéria, porém com atividade menor que os controles positivos (p < 0,05).
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Figura 2 - Avaliacao antimicrobiana da Base, Tri e Clx e do antisséptico bucal nas concentracdes 5%, 10% e
20% (v/v) para E. faecalis.

A Fig. 3 apresenta o teste de difusdo em agar difusdo para a bactéria E. coli.
E possivel observar que a Base e o antisséptico nas concentragdes de 5 e 20% néo
apresentaram atividade antimicrobiana para este microrganismo, ja os controles
Triclosan, Clorexidina e o antisséptico na concentracdo de 10% demonstra uma
discreta atividade antimicrobiana.

)
T

14,84 mm

-
(3]
1

Halo de inibicao (mm)
¢ 3

Base Tri Clx 5% 10% 20%

Figura 3 - Avaliacdo antimicrobiana da Base, Tri e Clx e do antisséptico bucal nas concentracdes 5%, 10% e
20% (v/v) para E. coli.

A Fig. 4 apresenta o teste antimicrobiano para a bactéria S. mutans, onde
observamos que a Base e 0 antisséptico a 5% nao apresentaram atividade
antimicrobiana, jA o antisséptico bucal nas concentracdes de 10 e 20% e ambos 0s

controles Triclosan e Clorexidina apresentaram atividade antimicrobiana. Entretanto,
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a melhor atividade antimicrobiana contra esta bactéria foi apresentada pela

formulacdo contendo 20% do mel.
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Figura 4 - Avaliacdo antimicrobiana da Base, Tri e Clx e do antisséptico bucal nas concentracdes 5%, 10% e
20% (v/v) para S. mutans.

2.3.2 Curvade crescimento e morte

A Fig. 5 apresenta os resultados do teste da curva de sobrevivéncia e morte
para o microrganismo E. faecalis. As concentracbes de 10% (v/v) e 20% (v/v) do
antisséptico bucal demonstram atividade antimicrobiana nos tempos testados, porém
0 antisséptico a 20% (v/v) apresenta um melhor resultado com 120 segundos se
comparado com o antisséptico a 10% (v/v) (p < 0,05). A base e o antisséptico a 5%
ndao demonstraram atividade antimicrobiana. Ja o triclosan e a clorexidina
apresentaram atividade antimicrobiana e total eliminacdo do microrganismo a partir

de 30 minutos.
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Figura 5 - Curva de sobrevivéncia para as formulacdes controle Base, Tri e ClIx e as formula¢des acrescidas de
mel 5%, 10% e 20% (v/v) para E. faecalis.
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A Fig. 6 apresenta os resultados do teste da curva de sobrevivéncia e morte
para o microrganismo E. coli. A formulacdo base e antisséptica ndo apresenta
atividade antimicrobiana. Ja o triclosan e a clorexidina apresentaram atividade

antimicrobiana e total eliminacdo do microrganismo a partir de 30 minutos.
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Figura 6 - Curva de sobrevivéncia para as formulagdes controle Base, Tri e Clx e as formulagbes acrescidas de
mel 5%, 10% e 20% (v/v) para E. coli.

A Fig. 7 apresenta os resultados do teste da curva de sobrevivéncia e morte
para 0 microrganismo S. mutans. As concentracdes do antisséptico bucal a 10%
(v/v) e 20% (v/v) apresentam atividade antimicrobiana nos tempos testados, porém
sem diferenca entre eles ao longo do tempo (p < 0,05). Tanto a base como o
antisséptico a 5% (v/v) ndo demonstraram atividade antimicrobiana. Clorexidina e
Triclosan obtiveram os melhores resultados (p < 0,05) e eliminaram completamente

0S microrganismos nos tempos de 30 minutos e 1 hora.
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Figura 7 - Curva de sobrevivéncia para as formulacfes base, acrescida de mel (5%, 10% e 20% v/v) e 0s
controles Tri e CIx para S. mutans.

2.4.3 Ensaio de viabilidade celular

A figura Fig. 8 demonstra o efeito do tratamento com a Base comparada com
diferentes controles (p < 0,05). Mesmo a Base apresentando diferenca estatistica
significativa se comparado com o meio de cultura das células (p < 0,05), a Base do
produto ndo apresenta efeito citotoxico como o Triton (p < 0,05) ou o PBS (p < 0,05),

ficando bem acima dos 50% da viabilidade celular.
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Figura 8 - Ensaio de viabilidade celular com células FaDu testadas em RPMI, TRITON, PBS e Base.

A Fig. 9 demonstra o efeito do tratamento com os antissépticos a base de mel

de abelha sem ferrdo comparados com RPMI, Triton e Base (p < 0,05). O teste
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demonstrou que mesmo com uma ligeira queda da viabilidade celular, o antisséptico
bucal a 5% (v/v), 10% (v/v) e 20% (v/v) com 45 segundos do teste, as trés
concentracbes ndo apresentaram efeito citotoxico para esta linhagem celular se

comparados com o Triton (p < 0,05).
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Figura 9 - Ensaio de viabilidade celular com células FaDu testados em RPMI, antisséptico bucal contendo mel a
5% ,10% e 20% (V/V).

2.4.4 Microscopia eletronica de varredura

A Fig 10 apresenta os danos causados ao microrganismo S. mutans através
da microscopia eletrbnica de varredura em diferentes tratamentos de 1 minuto, 15
minutos e 30 minutos com antisséptico bucal contendo de mel de abelha a 20% (v/v)
e a base do produto. O antisséptico bucal a 20% (v/v) foi capaz de causar danos a
parede celular do microrganismo, desorganizagao celular e queda na quantidade de
microrganismos (Figura 10 B, D e F). Ja a base do produto (Fig 10, A, C e D) nédo

causou nenhum tipo de alteracao visivel ao microrganismo.
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Figura 10 - Imagem da atividade antimicrobiana do antisséptico bucal contendo de mel de abelha a 20% (v/v),

através da microscopia eletronica de varredura. A, C e E: Controle negativo, tratamento com a base por 1, 15 e

30 minutos. B, D e E: Tratamento com antisséptico bucal nos mesmos tempos.

2.5 Discussao

Os primeiros estudos avaliando a atividade antimicrobiana do mel de abelhas
sem ferrdo comecaram com Gonnet e colaboradores (1964). Desde entéo,
pesquisas sao realizadas no intuito de encontrar um ou desenvolver um produto a
base de mel de abelhas sem ferrdo que apresentem propriedades antimicrobianas
capazes de eliminar um amplo espectro de microrganismos (BOANERGES et al.,
2013; BOORN et al., 2010; ANDUALEM, 2013; ZAINOL; MOHD YUSOFF; MOHD
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YUSOF, 2013). A formulacdo de um antisséptico bucal contendo mel de abelhas
indigenas sem ferrdo da espécie Scaptotrigona postica, (Latreille, 1807) € inédita, no
mercado de cosméticos e higiene pessoal. Fato esse que justifica a realizacdo do
presente estudo.

Os resultados apresentados com o teste de difusdo em agar demonstram que
o mel puro de abelhas indigenas sem ferrdo (Fig. 1), apresenta atividade
antimicrobiana para as bactérias testadas. Os efeitos antimicrobianos do mel de
abelhas indigenas sem ferrdo devem-se, em parte a alta concentracdo de acucares
e 0 baixo pH, causando estresse osmotico e desfavorecendo o crescimento
bacteriano, levando os microrganismos a morte (MCLOONE; WARNOCK; FYFE,
2015; CARNWATH et al., 2014).

Ao desenvolver-se a formulacdo base do antisséptico bucal, é importante que
a mesma nao influencie na atividade antimicrobiana quando adicionamos o mel de
abelhas indigenas sem ferrdo. As figuras 2 a 7 demonstram que a formulacéo base
nao apresenta atividade antimicrobiana em nenhum dos tempos testados,
comprovando que o mel adicionado a base € responsavel pela atividade
antimicrobiana. Ao adicionar o mel de abelhas sem ferrdo a base do produto, ocorre
uma diluicdo dos agucares presentes, diminuindo o efeito da osmolaridade na
atividade antimicrobiana. Mesmo assim, a atividade antimicrobiana das formulagbes
antissépticas a 10% e 20% (v/v) foi maior se comparada com o mel puro frente aos
microrganismos S. mutans e E. faecalis. Nossos resultados vao de encontro com o
trabalho de Chinakwe (2006), onde o autor explica que, adicdo de agua ao mel,
aumenta a atividade antimicrobiana devido a enzima glucose-oxidase. Quando o mel
é diluido, a enzima glucose-oxidase, que produz o peroxido de hidrogénio, é ativada,
ocorrendo assim uma maior producdo do peroxido de hidrogénio e eliminando os
microrganismos (MOLAN, P. C.; BETTS, 2004). Demonstrando assim, a variedade
dos mecanismos de acdo presentes do mel de abelhas (COHEN et al.,, 2014,
BRUDZYNSKI; SJAARDA, 2015 ; BOANERGES et al., 2013 ; COOKE et al., 2015).

O teste de sobrevivéncia e morte bacteriana, realizado com bactérias E.
faecalis e S. mutans (Fig. 5 e 7), apresentou uma significativa queda na taxa de
microrganismos ao longo do tempo com as formulagdes a 10% e 20% (v/v), ao
contrario dos controles triclosan e clorexidina que demonstraram atividade
antimicrobiana mais acentuada. A clorexidina apresenta dois importantes

mecanismos de acgdo, como a desestabilizacdo da membrana plasmatica pela
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ligacdo de moléculas de clorexidina aos fosfolipidios, liberando assim moléculas de
baixo peso molecular como ions de potassio, impedindo que ocorram importantes
reacdes como a respiragao celular e concomitante a isto, ocorre a coagulagdo das
macromoléculas da célula (PRASAD et al., 2015; ELEY, 1999; JONES et al., 1997).
Ja o triclosan, tem como mecanismos de acéo a difusdo pela parede da célula e o
rompimento da membrana citoplasméatica, do RNA, lipideos e proteinas (JONES, R.
D. et al., 2000). Podemos supor que, 0 mecanismo de acdo de ambos os produtos
controles, agem de maneira direta, em locais de grande importancia para
sobrevivéncia do microrganismo. Ja as formulagcfes testadas nas concentracdes de
10% e 20% (v/v) eliminaram os microrganismos, em menor quantidade quando
comparados com os controles utilizados neste trabalho. Isto provavelmente ocorra,
devido ao sitio de atuacdo dos compostos antimicrobianos presentes no mel,
devendo atingir outros locais importantes para sobrevivéncia do microrganismo mas
levando maior tempo para apresentar efeito antimicrobiano (GAREDEW,
SCHMOLZ; LAMPRECHT, 2004; GAREDEW; SCHMOLZ; LAMPRECHT, 2004).

A formulacdo antisséptica contendo mel de abelhas indigenas sem ferrdo a
5%, 10% e 20% (v/v) ndo demonstrou efeito para a bactéria E. coli (Fig. 6).
Provavelmente a sazonalidade pode ter interferido na atividade antimicrobiana da
formulagédo. O mel coletado no dia 18/02/2015, onde foram realizados os testes de
difusdo em &agar (Fig. 2) apresentou atividade antimicrobiana apenas na
concentracdo de 10% (v/v). Porém, com a coleta realizada no inverno no dia
15/11/2015, no inicio de novembro, a formulacdo antisséptico bucal nas trés
concentragdes perdeu efeito para o microrganismo E. coli. Provavelmente as plantas
da qual o pdlen foi coletado no comeco do ano ndo sdo as mesmas da do més de
novembro, modificando assim as suas propriedades antimicrobianas e como
consequéncia, as abelhas deixaram de coletar algum componente ou uma série de
componentes, comprometendo a atividade antimicrobiana da formulagao
antisséptica. Como consequéncia demonstrando que outros componentes no mel
estdo envolvidos na atividade antimicrobiana (BOANERGES et al., 2013; SOUZA et
al., 2014; BORBA et al., 2015).

O teste de viabilidade celular utilizando células FaDu (Fig. 8 e 9) demonstrou
que a formulacéo Base e antisséptica bucal nas concentracdes 5%, 10% e 20% (v/v)
ndo apresentam citotoxicidade nos tempos testados para esta linhagem celular. Os

tempos utilizados de 1 até 120 segundos, foram baseados no trabalho de Pithon e
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colaboradores (2011), onde esta faixa de tempo foi elegida como o0s tempos maximo
e minimo que um paciente realiza o bochecho com antisséptico bucal. Os tempos de
meia hora e uma hora simulam o tempo do produto em contato direto com as células
do epitélio bucal de pacientes com xerostomia. Atualmente os antissépticos bucais
presentes no mercado, apresentam efeito citotoxico para células da cavidade bucal
de pacientes com ou sem xerostomia (CHEVALIER et al., 2015). Pensando nisto, o
teste de viabilidade celular demonstra que, seria possivel pacientes utilizarem a
formulacdo antisséptica bucal a base de mel de abelhas indigenas sem ferrdo da
espécie S. postica, sem que o ocorra o risco do desenvolvimento de lesdes na
cavidade bucal de pacientes, principalmente dos pacientes com xerostomia. Os
resultados do presente trabalho diferem do resultado autor FAUZI e colaboradores
(2011), onde foi demonstrado a atividade citotoxica do mel de abelha sem ferrdo de
outra espécie. As diferencas entre os trabalhos devem-se, aos tempos utilizados e a
espécies de abelhas diferentes. Até o presente momento, nenhum mel de abelha
sem ferr&o foi testado nos mesmos moldes do nosso trabalho.

A microscopia eletronica de varredura (Fig. 10), demonstra os efeitos do
antisséptico bucal contendo mel de abelhas indigenas sem ferrdo a 20% no
microrganismo S. mutans em diferentes tempos de 1,15 e 30 minutos. E possivel
notar que com 1 minuto danos expressivos Sao encontrados no microrganismo,
como a formacao de vesiculas na parede celular, provavelmente estes sdo indicios
do microrganismo tentando expulsar o produto para fora do citoplasma (fig 9 B),
desorganizacao celular e queda brusca na quantidade de microrganismos. Este
padrdo se repete, porém com maior intensidade nos tempos de 15 e 30 minutos (fig
10 D e F). Nossos resultados vao ao encontro com outras pesquisas que utilizaram
a microscopia eletrénica como é o caso do mel de abelha jujube onde ele causou
mais de 40% de inibicdo do biofiime do fungo Candida albicans, encolhimento do
microrganismo e formacgéo de vesiculas na parede celular (ANSARI et al., 2013). J&
outro trabalho demonstrou danos como remocao parcial da parede celular e
diferentes alteracbes morfolégicas no microrganismo Staphylococcus aureus
(NISHIO et al., 2016).
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2.6 Concluséo

Com base nos resultados apresentados podemos concluir que, o mel de
abelhas indigenas sem ferrdo da espécie Scaptotrigona postica, (Latreille 1807)
apresenta atividade antimicrobiana. A concentracdo a 5% (v/v) e a base. As
formulacdes a 10% e 20% (v/v) apresentam atividade antimicrobiana para o0s
microrganismos S. mutans e E. faecalis, A formulacdo a 10% (v/v) apresenta
atividade antimicrobiana com o teste de difusdo em agar para o microrganismo E.
coli, mas com a segunda coleta, as formulacdes perderam atividade para este
microrganismo, devido a sazonalidade. A melhor concentracao testada foi a de 20%
para S. mutans e E. faecalis e a formulacdo base e antisséptica nas 3
concentragbes, ndo apresentam efeito citotoxico. A microscopia eletrbnica de
varredura mostrou a capacidade do produto na eliminacdo da populacéo microbiana

e severos danos causados ao microrganismo S. mutans.
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