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Atividade antimicrobiana in vitro de extrato etandlico de propolis da
abelha Scaptotrigona dff. Postica (Latreille, 1807)

As abelhas nativas sdo importantes animais para diversas areas de estudo, ndo sé pelas peculiaridades do mel produzido, mas por seus exemplos de organizagdo
ecoldgica e por todos os demais produtos e subprodutos dessas atividades, com destaque para a produgdo de prdpolis e geopropolis, amplamente trabalhados na
meliponicultura, uma area da zootecnia que se dedica a estudar as abelhas sem ferrdo (chamadas de meliponinas), como as nativas do Brasil. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o potencial antibacteriano do extrato etandlico da prépolis (EEP) da abelha nativa Scaptotrigona affinis postica frente as bactérias Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli, considerando esta como uma possibilidade de uso de um recurso natural eficaz
no controle das bactérias listadas, bem como dos maleficios associados a ocorréncia delas. As amostras de prépolis foram coletadas em meliponario localizado na
cidade de Barra do Corda/MA, sendo dissolvido 100 g de amostra coletada em 1000 mL de &lcool 70% para a obtengdo do seu extrato etandlico, com posterior
evaporagdo do solvente. A possivel agdo inibitéria do EEP foi avaliada por meio da técnica de Disco Difusdo em &gar, sendo utilizado como padr&o antibacteriano
o antibidtico Ciprofloxacino (a 60 pg/mL), com testagem do extrato etandlico da prépolis nas concentragdes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL.
Dentre as seis ATCC's bacterianas testadas o Ciprofloxacino se mostrou mais eficiente frente a Escherichia coli (ATCC 25922). As amostras de extrato etandlico da
prépolis da abelha Scaptotrigona affinis postica, em todas as concentragbes testadas, ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra os microrganismos
testados, requerendo mais estudos e caracterizagdes.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Abelhas nativas; Toxicidade; Disco Difusdo.

In vitro antimicrobial activity of ethanol extract of bee propolis
Scaptotrigona aff. Postica (Latreille, 1807)

Native bees are important animals for different areas of study, not only for the peculiarities of their production, but for their examples of ecological organization
and for all the other products and byproducts of these activities, with emphasis on the production of propolis and geopropolis, specially worked in meliponiculture,
an area of zootechnics dedicated to studying how stingless bees (called meliponins), as well as those native to Brazil. The goal of this work was to evaluate the
antibacterial potential of the ethanol extract of propolis (EEP) of native bee Scaptotrigona affinis postica against the bacteria Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans and Escherichia coli, considering this as a possibility of using an effective natural resource in the control of the
discriminated bacteria, as well as the harm associated with their occurrence. The propolis samples were collected in a meliponary located in the city of Barra do
Corda/MA, being dissolved 100 g of sample collected in 1000 mL of 70% alcohol to obtain its ethanolic extract, with subsequent evaporation of the solvent. The
possible inhibitory action of EEP was evaluated using the Disc Diffusion Agar technique, using the antibiotic Ciprofloxacin (at 60 ug/mL) as an antibacterial standard,
with testing the propolis ethanolic extract at concentrations of 0.25 mg/mL, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml and 2 mg/ml. Among the six bacterial ATCC's tested, Ciprofloxacino
proved to be more efficient compared to Escherichia coli (ATCC 25922). Samples of ethanolic extract of bee propolis Scaptotrigona affinis postica, in all
concentrations tested, did not show antimicrobial activity against the tested microorganisms, requiring further studies and characterization.
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Atividade antimicrobiana in vitro de extrato etandlico de prépolis da abelha Scaptotrigona aff. Postica (Latreille, 1807)
LOIOLA, N. S.; ETHUR, E. M.; WEBER, A. C.

INTRODUGAO

Estudos sobre as abelhas bem como dos produtos inerentes ao nicho ecoldgico desses insetos sao
de extrema importancia para o entendimento do meio natural e da conservac¢do da biodiversidade local, ndo
s6 pelos beneficios agregados ao mel, mas também pelo servico ambiental prestado através da polinizacao,
manutencdo dos ecossistemas naturais, agricolas e na produgdo de alimentos que, segundo estimativas, um
terco da alimentacgdo humana é resultado direto e/ou indireto da polinizagdo realizada pelas abelhas (VILLAS-
BOAS, 2018).

As abelhas encontram-se reunidas dentro da superfamilia Apoidea que integra as familias Adrenidae,
Colletidae, Dasypodaidae, Halictidae, Megachilidae, Meganomiidae, Melittidae, Stenotritidae e Apidae,
compreendendo cerca de 20.000 espécies de abelhas pelo mundo, boa parte dessas estando presentes no
Brasil, como é o caso da abelha Tubi, Scaptotrigona aff. Postica (LATREILLE, 1807), objeto deste trabalho
(PIANARO, 2012).

Um produto natural oriundo da meliponicultura (criacdo de abelhas nativas) e muito pesquisado nos
ultimos anos tem sido a prépolis que, apesar das varias pesquisas ja realizadas, ainda desperta trabalhos haja
visto a sua complexa constituicdo, sendo resultante das atividades das abelhas a partir da mistura de
substancias coletadas de diferentes partes das plantas (brotos, bot&es florais e exsudatos resinosos), de
diversas origens vegetais, somadas a secre¢Ges produzidas pelo organismo da prépria abelha, somados a
cera, polen e podendo conter ainda minerais como barro (COSTA et al., 2014).

Desde o inicio da humanidade esta vem aprendendo a aplicar os recursos naturais em beneficio da
saude e dentre esses recursos estd o uso da propolis, cujos primeiros registros de emprego na medicina h3,
pelo menos, 300 a.C., foram descritos pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios, se estendendo até a
contemporaneidade (LUSTOSA, 2007).

O uso da prépolis é antigo, principalmente na medicina tradicional, sendo hoje um produto apicola
de largo uso em todo o mundo com uma vasta lista de relatos sobre as atividades bioldgicas da prépolis,
dentre elas atividades anticancer, antioxidante, anti-inflamatdrio, antibidtico e antifungico (GHISALBERTI,
1979; BURDOK, 1998; MARCUCCI, 1995).

Cerca de 300 compostos, relacionados a diversos beneficios, ja foram identificados em diferentes
amostras de proépolis, incluindo: ésteres de acidos fendlicos, diversos flavonoides, terpenos, -esteroides,
alcoois e aldeidos aromaticos, sesquiterpenos, naftalenos, dentre outros (LUSTOSA, 2007).

A necessidade de novos produtos, associados a técnicas sustentaveis de manejo e que apresentem
propriedades bioativas, aliados ao grande avanco da fitoterapia nos ultimos anos, tem estimulado estudos
sobre a acdo antimicrobiana de diferentes substancias que possuam propriedades terapéuticas importantes
para diversos ramos da industria e da saude.

Dentre os grupos microbianos as bactérias Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans e Escherichia coli possuem um expressivo potencial infeccioso, podendo estar

associadas a casos de mortalidade, além de possuirem relevantes mecanismos evolutivos de resisténcia e
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proliferacdo, mesmo quando submetidas a variadas condi¢des, o que levanta grande preocupacdo para a
Saude Publica, pois requerem ac¢des de vigilancia constante e chamam a ateng¢do para estudos gerais nas
areas da Microbiologia, bem como na Industria de Alimentos.

Nesse sentido, o presente trabalho analisou amostras de prépolis de melipondrio de area ribeirinha
ao Rio Mearim, na cidade de Barra do Corda — MA, centro sul maranhense, objetivando avaliar o potencial
antimicrobiano da prépolis da abelha nativa Scaptotrigona aff. Postica (LATREILLE, 1807) frente a bactérias
gram-positivas (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans) e da bactéria gram-
negativa (Escherichia coli) comparando sua acdo com a de agentes antimicrobianos de primeira escolha da
medicina.

Existe, por tanto, um interesse cada vez maior da induUstria em conhecer os mecanismos de a¢do de
produtos de origem natural como a prépolis, com destaque para a industria farmacéutica, muito estimulada
pela busca de métodos mais naturais de promover a saide humana, sem efeitos colaterais adversos, como
no combate a agentes microbianos a exemplo da Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans e Escherichia coli e tais indicativos de possiveis aplicacdes da prépolis, mediante seus

principios bioativos, provocou e justificou a execucdo deste trabalho de pesquisa.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia deste trabalho consistiu em um estudo experimental, in vitro, controlado, realizado
no laboratério de Quimica e Microbiologia da Universidade do Vale do Taquari (UNIVATES)/Lajeado — Rio

Grande do Sul, Brasil.

Area de estudo

A propolis foi coletada em meliponario localizado na cidade de Barra do Corda — MA (S 5°30°37", W
45°15’42"), utilizada para obtencdo de extrato etandlico em laboratério, sendo entdo submetido a testes de

sensibilidade antimicrobiana através do estudo de halos de inibicdo por difusdo em disco, como segue:

Procedimentos experimentais
Obtencao do Extrato Etandlico de Prépolis (EEP)

O extrato etandlico de prépolis foi obtido a partir de 100 g de prépolis dissolvida em 1000 mL de
etanol a 70%, com solvente posteriormente evaporado e obtendo-se o extrato seco. O EEP ficou guardado
sob refrigeracdo até os momentos dos ensaios fitoquimicos.

Para obtencdo da diluicdo do extrato etandlico foi pesado 0,2 g do EEP, acrescentando parcelas de
alcool de cereais e realizada agitagdo constante com o auxilio de uma espatula metalica. Cada porgao diluida
foi entdo transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, até obter-se a diluicdo total do valor pesado e
atingir-se a marca de 10 mL do volume do baldo. Ao final se obteve um diluido de 20 mg/ mL a partir do

extrato de prdpolis.
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Para analise de diferentes concentragdes do extrato foi realizada a diluicdo seriada do mesmo,

obtendo-se concentragbes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL.

O meio de cultura

Foi utilizado como meio de cultura para os grupos microbianos o agar Mieller-Hinton, utilizando-se
agua destilada como solvente. A seguir, o meio preparado foi esterilizado e, apds resfriamento prévio dentro
do fluxo laminar, este foi transferido para 60 placas de Petri (90 x 15mm) esterilizadas.

Cada placa recebeu 20 mL do meio dgar MH, ficando com uma espessura de 3 mm. Foram preparadas
mais placas que o necessario de modo a escolher as mais uniformes apds o resfriamento total do meio de
cultura, processo ocorrido dentro da capela de fluxo laminar, a temperatura ambiente.

As placas com o meio foram entdo transferidas para estufa bacterioldgica e, no dia seguinte, caso
ndo tenha sido evidenciado contaminacdo, as mesmas foram utilizadas para a inoculacdo dos micro-

organismos testados.

Micro-organismos utilizados

As cepas bacterianas de referéncia utilizadas para avaliagdo da atividade antimicrobiana e da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram linhagens padrdao American Type Culture Collection (ATCC) de:
Listeria monocytogenes (7644, 13932 e 19114), Staphylococcus aureus (25923), Streptococcus mutans
(25175) e Escherichia coli (25922). Estas foram ajustadas com salina 0,85% (solug¢do salina 0,85 a 0,9%)

correspondendo a concentracdo de 1x10% UFC, ou seja, a 0,5 na escala de McFarland (CLSI, 2015).

Inoculagao do meio

Cada suspensdo microbiana (ATCC) padronizada foi semeada em oito placas de agar MH, utilizando
aliquotas de 100 pL, totalizando 48 placas semeadas a serem testadas. A semeadura foi realizada espalhando

uniformemente por todo a superficie do dgar os 100 puL do inéculo com o auxilio de uma alga de inoculagdo.

Disco Difusdo em agar

O teste foi realizado em triplicata dispondo na superficie de cada placa, previamente inoculada, trés
discos de papel filtro de aproximadamente 7 mm de didmetro, de forma equidistantes, previamente
confeccionados e esterilizados, contendo o mesmo componente a ser testado e na mesma concentracgao (10
uL).

Para a Listeria monocytogenes optou-se por pipetar a solugdo sobre os discos dispostos em placa de
Petri aberta, a fim de promover a evaporacdo do alcool, em seguida foram mantidos em estufa, para secagem
final da solugdo, s6 entdo foram dispostos sobre a placa de Petri semeada com o indculo. Para a
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli optou-se por pipetar a solucdo a ser testada
diretamente sobre os discos ja dispostos na placa semeada com o indculo.

Apds aplicagdo dos discos, as placas foram dispostas na estufa bacterioldgica na posicao invertida,
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assegurando que os discos ndo caissem da superficie do dgar. Foram utilizados como grupos controle: solugao
de Ciprofloxacino a 60 ug/mL, alcool de cereais puro, alcool 70%, agua destilada e EEP nas concentragdes de

0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL.

Incubagao e Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

As placas foram entdo incubadas a 35+1°C por 24 horas. Apds incubagdo, com o auxilio de uma régua
milimetrada e uma boa fonte de luz refletida, a atividade antimicrobiana foi mensurada através da medida
do diametro (mm) da zona de inibi¢cdo (halo) formada ao redor de cada disco (FERRONATTO et al., 2007).

Foi considerado como Concentracdo Inibitéria Minima do grupo experimental Extrato Etandlico de

Prépolis a menor concentragdo empregada em disco que tenha promovido a formacdo de halo de inibicado.

Interpretagao dos resultados

Foram realizadas as médias e desvios padrao das triplicatas das medidas dos halos de inibicdo frente
aos grupos experimentais. Os resultados foram analisados pelo teste de Tukey com nivel de significancia de

5%. Os dados foram analisados e processados com o auxilio do programa Excel e BioEstat versao 5.3.

RESULTADOS

Os resultados desse trabalho demonstram haver diferenga estatistica significante entre o controle

positivo (Ciprofloxacino a 60 pg/mL) e os demais grupos experimentais testados, conforme tabelas a seguir.

Tabela 1: Média e desvio padrdo dos halos de inibicdo bacteriana dos grupos experimentais em mm frente a Listeria
monocytogenes (N = 3).

) ATCC 19114 ATCC 7644 ATCC 13932
Grupo experimental — - — — - — — - —
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrdo Média Desvio Padrao
Ciprofloxacino 14.333 0.471 10 0 10 0
Alcool de cereais puro 0 0 0 0 0 0
Agua 0 0 0 0 0 0
Alcool 70% 0 0 0 0 0 0
0.25 mg/mL 0 0 0 0 0 0
0.5 mg/mL 0 0 0 0 0 0
1 mg/mL 0 0 0 0 0 0
2 mg/mL 0 0 0 0 0 0

Legenda: N —numero de repetiges.

Tabela 2: Média e desvio padrdo dos halos de inibicdo bacteriana dos grupos experimentais em mm frente a
Staphylococcus aureus (N = 3).

. ATCC 25923
Grupo experimental — - —
Média Desvio Padrdo

Ciprofloxacino 15.666 0.471

Alcool de cereais puro 7.666 0.471

Agua 0 0

Alcool 70% 0 0

0.25 mg/mL 0 0

0.5 mg/mL 0 0

1 mg/mL 0 0

2 mg/mL 0 0

Legenda: N —numero de repetiges.
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Tabela 3: Média e desvio padrdo dos halos de inibicdo bacteriana dos grupos experimentais em mm frente a
Straptococcus mutans (N = 3).

) ATCC 25175
Grupo experimental — - —
Média Desvio Padrao

Ciprofloxacino 7.333 0.471

Alcool de cereais puro 0 0

Agua 0 0

Alcool 70% 0 0

0.25 mg/mL 0 0

0.5 mg/mL 0 0

1 mg/mL 0 0

2 mg/mL 0 0

Legenda: N — nimero de repeticdes.

Tabela 4: Média e desvio padrao dos halos de inibicdo bacteriana dos grupos experimentais em mm frente a Escherichia
coli (N = 3)

) ATCC 25922
Grupo experimental — - =
Média Desvio Padrao

Ciprofloxacino 23,666 0.613

Alcool de cereais puro 0 0

Agua 0 0

Alcool 70% 0 0

0.25 mg/mL 0 0

0.5 mg/mL 0 0

1 mg/mL 0 0

2 mg/mL 0 0

Legenda: N — nimero de repeticdes.

Evidenciou-se a formac&o de halos de inibicdo apenas no antibidtico ciprofloxacino a 60 ug/mL, em
reacdo a todas as cepas testadas, e halos de inibicdo na reacdo entre o alcool de cereais puro e a cepa de
Staphylococcus aureus. Em todas as amostras observou-se uma diferenca estatistica significante entre o

ciprofloxacino e demais grupos experimentais, registrando p < 0,05.

DISCUSSAO

Todas as cepas bacterianas testadas foram sensiveis ao antibiético comercial Ciprofloxacino (usado
como padrdo antimicrobiano) e as médias dos halos de inibicdo formados pela acdo desse antibidtico
mostram que o mesmo é mais eficiente frente a bactéria Escherichia coli (ATCC 25922) do que contra a S.
aureus (ATCC 25923), seguido de uma menor agado contra as bactérias L. monocytogenes (ATCC's 19114, 7644
e 13932) e com uma agdo mais inferior frente a S. mutans (ATCC 25175), demonstrando aqui uma maior
indicacdo contra os disturbios intestinais promovidos pela E. coli e menos indicado frente a carie dentdria
desencadeada pela agdo da S. mutans.

Além do padrdo antimicrobiano também foi evidenciado que o alcool de cereais, dentre o grupo
experimental, foi o Unico a demonstrar alguma agdo antibacteriana, sendo estd apenas frente a bactéria S.
aureus, sem efeitos sobre as demais cepas testadas. Ainda assim, a acdo antibacteriana do alcool de cereais
foi bem inferior ao efeito demonstrado pelo padrao antimicrobiano testado.

Em estudo semelhante Trindade (2012) verificou que a prépolis da abelha Scaptotrigona depilis se
mostrou eficaz frente ao fungo Candida albicans, a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus e ndo

exerceu nenhum efeito sobre a bactéria gram-negativa Escherichia coli, sendo que, apenas a falta de
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atividade frente a Escherichia coli coincidiu com este estudo.

Estudos com compostos do grupo dos flavonoides de amostras de prépolis tém mostrado boa acdo
contra atividade bacteriana, em especial contra as gram-positivas, tendo uma agdo mais limitada contra as
gram-negativas, o que pode estar associado a complexidade da parede celular dessas bactérias bem como a
presenca de seus componentes lipidicos que formam uma barreira a agdo dos compostos bioativos da
propolis (PINTO et al., 2011).

Marcucci (1996) ja havia relatado que a prépolis, tanto isolada como em associacdo, possui
propriedades bioldgicas, tais como: a¢do antimicrobiana frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Bankova et al. (1996) analisaram halos de inibicdo formados pela prdpolis brasileira e pelos seus
constituintes em reagdo contra Staphylococcus aureus e estudos com S. aureus também foram realizados por
Miorin et al. (2003), onde demonstraram que a prépolis brasileira da abelha Tetragonisca angustula, quando
comparada com a prépolis da abelha Apis mellifera possui alta atividade contra S. aureus, superando também
o efeito promovido pelo mel de ambas as abelhas testadas.

Tais estudos alertam para a necessidade de caracterizar e analisar os potenciais de a¢gdo dos produtos
derivados das diversas abelhas nativas do Brasil, ja o presente trabalho, por sua vez, ndao evidenciou agdo
antimicrobiana frente as cepas testadas de nenhum dos dois grupos bacterianos. Entretanto, a relagdo entre
a estrutura quimica e a atividade antibacteriana dos constituintes da prépolis é dado que ainda levanta
guestionamentos a serem explicados (GHISALBERTI, 1979; BURDOCK, 1998).

Vale ressaltar que a técnica de difusdo em dgar é uma das mais consolidadas quando se pretende
avaliar a acdo antibacteriana de uma determinada substancia frente a um grupo amostral. No entanto, essa
técnica possui condi¢cdes que se tornam fatores limitantes durante sua aplicacdo, como as diferencas de
solubilidade e difusdo no meio, dependendo da substancia que esta sendo avaliada, a presenca de enzimas
bacterianas, o tempo utilizado na incubacdo, a temperatura empregada, dentre outras (ESTRELA et al., 2001).

E preciso considerar também que a n3o formacdo de halos de inibicdo nem sempre significa
exatamente que uma substancia testada seja ineficiente quanto seu possivel potencial antibacteriano e isso
pode estar relacionado a dificuldades de difusdao no meio. A dificuldade de difusao pode ocorrer devido haver
nos meios de cultura substancias tamponadoras, o que pode fazer com que a difusdo ocorra de forma lenta
em razdo da baixa solubilidade da substancia. E ainda importante considerar que a técnica de difusdo em
agar é mais eficiente para teste com substancias sollveis em dgua e a prépolis é uma substancia ndo soluvel

em agua (GOMES et al., 2006).

CONCLUSOES

Os resultados da presente pesquisa para o Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA) por Disco
Difusdo em 4gar indicam que os extratos etandlicos de prépolis da abelha Scaptotrigona aff. Postica se
mostraram ineficientes nas concentrac¢des de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL em estudos in
vitro frente as cepas bacterianas de Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e

Escherichia coli analisadas.
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Mesmo a prépolis da abelha Scaptotrigona affinis postica ja ter sido alvo de estudos exitosos quanto
o seu efeito frente a formas de cancer, como em estudos sobre o combate a tumores de Ehrlich em
camundongos (ARAUJO et al., 2010), e em estudos sobre seu vasto potencial polinizador, indicando que esta
é uma espécie excepcional na coleta de compostos quimicos da natureza, fato esse que também é
importante para a manutencdao da biodiversidade nos ecossistemas (SOUZA et al., 2015), o extrato da
propolis da referida abelha ndo apresentou resultados satisfatdrios na presente pesquisa frente aos grupos
microbianos testados.

Tais resultados evidenciam a necessidade de mais pesquisas que contemplem novas formas de
obtencdo do extrato, outros mecanismos de proliferacao microbiana e demais cepas, tanto in vitro como in

vivo, a fim de se obter dados mais precisos que fomentem ou descartem a utilizacao de tal composto pela

indUstria farmacéutica e demais aplicabilidades.
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