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RESUMO

O uso indiscriminado de antibioticos tem causado o surgimento cada vez mais frequente de
bactérias resistentes aos antimicrobianos. Muitos farmacos utilizados hoje foram descobertos
a partir da utilizacdo de produtos naturais. Desde os tempos mais remotos os produtos das
abelhas sdo utilizados pela humanidade, que atribui a esses produtos propriedades medicinais,
como atividade antibacteriana e anti-inflamatoria. O objetivo deste trabalho foi analisar a
atividade antimicrobiana das amostras de mel e extrato hidroetanolico de geopropolis (EEGP)
da abelha urugu-nordestina (Melipona scutellaris Latreille, 1811) contra as cepas padrdes de
Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans e em cepas de S.
aureus resistente a meticilina (MRSA). Foram utilizadas nove amostras de mel e seis
amostras de geopropolis coletadas em meliponarios da cidade de Jodo Pessoa—PB. A
avaliacdo da atividade antimicrobiana do mel fresco e armazenado de EEGP foi feita através
do método de difusdo em agar Mueller-Hinton. A determinacdo de Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) de EEGP para as cepas de B. cereus, S. aureus e C. albicans foi realizada
seguindo os métodos de referéncia para testes de microdiluicdo em caldo para bactérias e
levedura, M27-A6 e M27-A2 do NCCLS, respectivamente. Os resultados da avaliacdo
antimicrobiana do mel mostraram que S. aureus foi a cepa mais sensivel com halos de
inibicdo de 21 a 39 mm em todas amostras de mel testadas, enquanto que C. albicans nao
apresentou sensibilidade. Os EEGP inibiram o crescimento de todas as cepas testadas, com
excecdo de E. coli, nos testes de difusdo em meio 4gar Mueller-Hinton. Os valores de CIM 90
dos EEGP para B. cereus e S. aureus variaram de 1:10 a 1:640 (diluicdes do extrato bruto a
30%) em diferentes amostras, enquanto que para C. albicans variaram entre o extrato bruto e
a diluicdo de 1:8. Todas as amostras de mel fresco e EEGP da abelha urucu apresentaram
atividade contra as cepas MRSA. Os dados obtidos neste trabalho demonstram que o mel e
geopropolis tém potencial para uso terapéutico no controle e combate de infeccBes
microbianas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, mel, geopropolis, abelha urucu, Melipona
scutellaris.



Antimicrobial activity of honey and geopropolis of urucu bee (Melipona scutellaris
Latreille, 1811)

ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics has caused increasingly frequent emergence of bacteria
resistant to antimicrobials. Many drugs used currently were discovered from the use of natural
products. Since earliest times the bee products are used by humans, it attaches to these
products medicinal properties, such as antibacterial and anti-inflammatory. The aim of this
study was to analyze the antimicrobial activity of honey samples and hydroethanolic extracts
of geopropolis (EEGP) of northeastern urucu bee (Melipona scutellaris Latreille, 1811)
against the standard strains of Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Candida albicans and strains of methicillin-resistant S. aureus (MRSA). The nine honey
samples and six samples of geopropolis collected at Jodo Pessoa city, Paraiba state, were
used. Evaluation of the antimicrobial activity of fresh and stored honey and EEGP was
performed using the diffusion method on Mueller-Hinton agar. Determination of Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) of EEGP to the strains of B. cereus, S. aureus and C. albicans
was performed according to standard methods for broth microdilution tests for bacteria and
yeast, and M27-A6 M27- A2 NCCLS, respectively. The results of the antimicrobial
evaluation of honey samples showed that S. aureus was the most sensitive strain with
inhibition zones of 21-39 mm, whereas C. albicans showed no sensitivity. The diffusion tests
on Mueller-Hinton agar showed that EEGP inhibited the growth of all strains tested, except
for E. coli. The MIC 90 values of EEGP for B. cereus and S. aureus ranged from 1:10 to 1:
640 (dilutions of the crude extract, 30%) in different samples, whereas for C. albicans ranged
from the crude extract and the dilution of 1: 8. All fresh honey samples and EEGP of urucu
bee showed activity against MRSA strains. The data obtained in this study showed that honey
and geopropolis have potential for therapeutic use in controlling and combating microbial
infections.

Keywords: Antimicrobial Activity, honey, geopropolis, urucu bee, Melipona scutellaris.
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1 INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antibioticos pela populagdo tem tornado mais frequente o
surgimento de bactérias resistentes a diversos antimicrobianos. Com isso torna-se necessario a
busca por alternativas viaveis para serem utilizadas no combate de infeccdes microbianas.

Atualmente, muitas pesquisas estdo voltadas para os produtos naturais que possam
fornecer algum principio ativo com propriedades terapéuticas e que possam atuar,
principalmente, como antimicrobianos. Muitos farmacos utilizados na atualidade foram
descobertos a partir da utilizacdo de produtos naturais. Segundo Newman, Cragg e Snader
(2003), 48% dos medicamentos descobertos entre 1981 e 2002 foram baseados ou derivados
destes produtos. Estes dados mostram a importancia dos produtos naturais como fonte de
pesquisa para producdo de novos medicamentos.

Produtos naturais oriundos de abelhas, como: mel, cera, geleia real, prépolis e
geopropolis, tém sido usados, desde a antiguidade, pela populacdo que com seu conhecimento
empirico atribui a estes produtos propriedades medicinais, como fortificante, analgésico,
expectorante e antibidtico, entre outros.

Cada vez mais pesquisas tém comprovado cientificamente as diversas propriedades
medicinais que sdo popularmente atribuidas ao mel, tais como, antibiotica, antifingica,
cicatrizante e antioxidante.

A abelha urugu-nordestina (Melipona scutellaris) é uma abelha-sem-ferrdo nativa da
mata atlantica e € amplamente conhecida pela producdo de produtos que sdo vastamente
utilizados na medicina popular. O mel de urucu é bastante empregado como medicamento
principalmente na regido Nordeste do Brasil. Além do mel, esta abelha produz uma substancia
que utiliza para vedar as frestas da colmeia, feita a partir da combinacdo do barro com a
prépolis, denominada geopropolis. Alguns autores tém sugerido que este produto tenha a
funcdo de manter a colmeia livre de microrganismos, como fungos e bactérias.

Muitas das pesquisas atuais estdo buscando a comprovacdo da eficacia dos efeitos
medicinais atribuidos aos produtos das abelhas-sem-ferrdo. No entanto, esse volume de
estudos ainda é relativamente baixo em relagdo as pesquisas sobre mel e propolis da abelha
Apis mellifera.

Desta forma, a importancia do presente trabalho se baseia na busca por alternativas
viaveis para ser utilizada no enfrentamento da problematica da resisténcia microbiana.

Almejamos fornecer os dados que possam auxiliar a ampliacdo do uso do mel e do
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geopropolis da abelha urugu e o reconhecimento da eficacia dos seus usos medicinais contra
importantes patdgenos humanos, tais como Bacillus cereus, Candida albicans, Escherichia

coli e Staphylococcus aureus.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 As abelhas e sua importancia

Os insetos sé&o os mais diversos e abundantes animais existentes. Estima-se que
existam 200 milhdes de insetos para cada humano vivo. Parte deste sucesso deve-se a
coevolucdo com as plantas, principalmente angiospermas. Em todo o mundo, das culturas
utilizadas em alimentagdo, medicina e fibras, cerca de 80% dependem da agéo de animais
polinizadores. Estes sdo basicamente insetos, os quais exercem papel fundamental também na
polinizacdo de plantas nativas selvagens (BRUSCA; BRUSCA, 2007, p.614). Gallai et al.
(2009 apud GIANNINI et al., 2012, traducdo nossa) estimaram em 9,5% o valor econémico
da polinizagdo na producéo agricola global.

As abelhas podem ser reunidas na superfamilia Apoidea, a qual é constituida por
varias familias. As abelhas com caracteristicas mais sociais estdo reunidas na familia Apidae,
a qual é subdividida em quatro subfamilias: Apineos, Meliponineos, Bombineos e
Euglossineos. A familia Apidae possui ainda a caracteristica de que, nos ninhos de suas
espécies, as células de cria ou células ou depdsitos de alimento sdo construidas pelas abelhas
com cera ou cerume (mistura de ceras puras e brancas), produzidas pelas abelhas, com
prépolis, oriundos de eventuais ferimentos de vegetais (NOGUEIRA-NETO, 1997).

De acordo com Brusca e Brusca (2007), a apicultura, o0 manejo das abelhas-de-mel
(Apis spp.), teve inicio por volta do ano 600 a. C., no Vale do Nilo. Os primeiros apicultores
transportavam as colmeias em torno do Vale do Nilo para prestar servicos de polinizacdo para
fazendeiros de areas alagadicas, enquanto, concomitantemente, produziam mel.

As abelhas-de-mel (Apis mellifera), oriundas da Europa, foram introduzidas na
América do Norte por volta de 1600 d.C. e a partir dai espalharam-se por todo continente
americano, quando passaram a competir com as abelhas nativas. Segundo Nogueira-Neto
(1997, p. 34), “a Apis mellifera foi introduzida no Brasil em 1839, pelo Padre Antonio
Carneiro, em colonias vindas de Porto, Portugal”. Atualmente, sdo o0s polinizadores
dominantes na maioria das culturas de alimentos produzidas em todo mundo, sendo
praticamente impossivel encontrar uma area livre de abelhas-de-mel. A competicdo direta
com as abelhas nativas estd causando a diminui¢cdo do nimero de polinizadores nativos
(BRUSCA; BRUSCA, 2007, p.615).
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O Padre José de Anchieta foi o primeiro a relatar a diversidade de abelhas do Brasil:

Encontram-se quase vinte espécies diversas de abelhas, das quais umas
fabricam o mel nos troncos das arvores, outras em cortigos construidos entre
0s ramos, outras debaixo da terra, donde sucede que haja grande abundancia
de cera. Usamos do mel para curar feridas, que saram facilmente pela
protecdo divina (1900, p.38).

No Brasil, além da espécie Apis mellifera, abelhas que foram introduzidas pelos
europeus e sdo atualmente as maiores produtoras de mel do pais, existem as abelhas da tribo
Meliponini, conhecidas como abelhas-indigenas-sem-ferrdo (GONCALVES; ALVES
FILHO; MENEZES, 2005). As abelhas nativas mais conhecidas s&o do género Melipona, na
literatura existem registros referindo-se a este grupo como a tribo Meliponini, chamadas
também de abelhas-indigenas-sem-ferrdo. Esta tribo tem como caracteristica ndo construirem
células reais, ou seja, todos integrantes da colmeia nascem de células de cria de tamanho
igual. Além disso, a entrada do ninho € sempre revestida de uma mistura de argila e propolis,
chamada de geoprépolis (NOGUEIRA-NETO, 1997).

De acordo com Camargo e Pedro (2007 apud VILLAS-BOAS, 2010, p. 12), a
diversidade de Meliponini na regido neotropical envolve 33 géneros, compreendendo um
extinto (Proplebeia) e 391 espécies. Porém, existe um grande ndmero de espécies ainda néo
descritas formalmente.

O mel das abelhas-indigenas-sem-ferrdo é utilizado em terapias populares e em aldeias
indigenas. Estes povos acreditam que diferentes tipos de mel possuem propriedades curativas
distintas, sendo assim empregados para tratamento de um amplo espectro de doengas
(GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005). De acordo com Cortopassi-Laurino et
al. (2006, traducédo nossa), em todos paises da América Latina o mel das abelhas-sem-ferrdo é
mais utilizado como remédio do que como adocante, atingindo precgos altos no mercado.

A criacdo de abelhas tem mostrado bons resultados econdmicos, sociais e ecoldgicos.
Existem duas linhas de conhecimento sobre criacdo: a apicultura, a qual possui estudos do mel
em varias regides do Brasil; e a meliponicultura, que possuem estudos mais recentes
desenvolvidos com abelhas regionais (EVANGELISTA-RODRIGUES et al, 2005).

Assim como em todo o Nordeste, o desenvolvimento da meliponicultura
no estado da Paraiba tem potencial para gerar uma fonte de renda aos
pequenos agricultores cuja demanda de esfor¢cos ndo concorre com as
atuais atividades de subsisténcia, com a vantagem de interagir e se

aproveitar  do  conhecimento acumulado com as praticas artesanais
(VILLAS-BOAS, 2010, p.21).
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Villas-Boas (2010) ainda relata que as abelhas possuem ampla importancia
econdmica, pois além dos produtos que fornecem, como mel, propolis, pélen, cera, geleia
real, entre outros, elas sdo responsaveis diretas ou indiretas por cerca de um terco da

alimentacdo humana.

2.2 A abelha Urucu

A espécie Melipona scutellaris é popularmente conhecida como abelha urugu, urugu-
nordestina ou urugu-verdadeira. O nome urugu vem do tupi “eiru’su” e quer dizer abelha
grande. A urucu é endémica da regido nordeste do Brasil. As abelhas desta espécie se
destacam das demais no litoral nordestino justamente por causa de seu porte avantajado (igual
ou maior que a Apis mellifera), pela grande producdo de mel e pela facilidade de manejo,
atividade desenvolvida pelos nativos antes mesmo da chegada dos colonizadores (WEBBEE,
2014).

Silveira, Melo e Almeida (2002, p. 85) descrevem as abelhas do género Melipona
como sendo “abelhas robustas, de tamanho médio a grande, corpo com pelo menos 7 mm de
comprimento”. As abelhas machos da espécie M. scutellaris sdo muito semelhantes as
operéarias, 0 que torna dificil sua distincdo, fato que ndo ocorre na espécie A. mellifera
(KERR; JUNGNICKEL; MORGAN, 2004, traducgéo nossa) .

A abelha urucu é uma das trés abelhas mais conhecidas e criadas no Brasil e essa
importancia é justificada pelo uso medicinal do seu mel (KERR, 1998). Seu mel ¢é bastante
utilizado como remédio nesta regido, aonde chega a ter precos altos no mercado. “O mel dessa
abelha é empregado principalmente para o tratamento de doencas de origem brénquio-
respiratoria, a exemplo de asma, gripe, tosse e dor de garganta; e doencas gastrointestinais,
como amebiase e gastrite.” (VILLAS-BOAS, 2010, p.20).

De acordo com Roldéo (2011), as coldnias de M. scutellaris (Figura 1) sdo compostas
por cerca de 300 a 600 individuos.
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Figura 2 - Colmeia da abelha urucu-nordestina (Melipona scutellaris)

Fonte: Valberta A. Cabral

A abelha M. scutellaris é avaliada como a espécie criada de meliponineo com maior
distribuicdo no norte e nordeste do Brasil, com registros desde o Rio Grande do Norte até a
Bahia (ALVES et al., 2012, tradugdo nossa). No estado da Paraiba, a abelha urugu-nordestina,
estd amplamente distribuida na zona da mata, especialmente no Litoral e Brejo, mostrando
grande potencial reprodutivo e produtivo (AQUINO, 2006 apud VILLAS-BOAS, 2010).

Como afirma Villas-Bdas (2010), o aumento da fragmentagdo do meio onde existe a
ocorréncia da espécie € uma grande ameagca a sua existéncia e a meliponicultura se sobressai
como uma importante tatica de conservacdo. Giannini et al. (2012, traducdo nossa) prevé a
reducdo de area de habitats ocupado por M. scutellaris de 8 a 10% até 2050 e 20 a 33% até

2080, estas areas sdo predominantemente Mata Atlantica.
2.3 O Mel: Historico e Importancia

A Instrucdo Normativa N° 11 de 20 de Outubro de 2000 (BRASIL, 2000) define:

Entende-se por mel, o produto alimenticio produzido pelas abelhas
meliferas, a partir do néctar das flores ou das secrec@es procedentes de partes
vivas das plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas que ficam
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sobre partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem, transformam,
combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam
madurar nos favos da colmeia.

Ha mais de 2000 anos o mel tem sido utilizado pelo homem nas mais diversas
maneiras de aplicacdo e com os mais diferentes objetivos proprias a sua utilizacdo
(RANSOME, 2004, traducdo nossa). O mel é utilizado pelo homem desde os tempos mais
remotos, com registros de sua utilizacédo pelas civilizagdes mais antigas. Os gregos e egipcios
ja o utilizavam em tratamentos de feridas e problemas gastrointestinais e o consideravam um
produto medicinal (SATO; MIYATA, 2000, traducdo nossa).

O mel é um produto natural oriundo do néctar das flores e de outras partes extraflorais,
sendo vastamente consumido por ser uma importante fonte de energia e por seu sabor
deleitoso (ALVES et al., 2009). Segundo Nogueira-Neto (1997, p. 249), o mel serviu, durante
muito tempo, como a “Unica fonte concentrada de substancias agucaradas, mais precisamente
de acUcares em solucao”.

O mel de abelhas ¢ um suplemento alimentar que ultimamente vem recebendo um
incremento no consumo comercial decorrente, principalmente da comprovacéo cientifica de
suas diversas propriedades benéficas a salide (ALLEN et al., 1991 apud GONCALVES;
ALVES FILHO; MENEZES, 2005).

Mel é uma solucdo concentrada de aglcares com predominio de glicose e frutose. O
mel pode ser liquido, parcialmente cristalizado ou cristalizado, sua cor varia entre quase
incolor a pardo-escura e seu sabor e aroma variam de acordo com a origem da planta
(BRASIL, 2000).

O mel de A. mellifera é composto por 80% de carboidratos (35% glicose, 40% frutose
e 5% sacarose) e 20% de agua servindo como excelente fonte de energia. Além disso, contem
mais de 180 substancias, incluindo aminodcidos, vitaminas, sais minerais e enzimas. O
principal efeito medicinal do mel € a atividade antimicrobiana e 0 mecanismo desta funcéo
relaciona-se com a sua elevada osmolaridade, acidez, e o contetdo, de inibidores, tais como
per6xido de hidrogénio, os flavonoides e é&cidos fendlicos. No entanto, a capacidade
antimicrobiana do mel difere dependendo de sua origem floral (SATO & MIYATA, 2000,
traducdo nossa).

O aroma e sabor do mel estdo fundamentalmente relacionados a cor. Quanto mais
escuro € o mel, mais rico ele é em sais minerais, por conseguinte tera o sabor e 0 aroma mais

forte. Sequindo esta mesma ldgica, quanto mais claro for o mel, menos sais minerais ele
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apresentard e seus sabores e aroma serdo mais suaves (SILVA, 2005 apud ESCOBAR,;
XAVIER, 2013).

Segundo Nogueira-Neto (1997), a composi¢do do mel das abelhas nativas é pouco
conhecida e por isso € associada ao mel de A. mellifera. Como os habitos das Meliponas
diferem-se das abelhas africanas, torna-se necessario a realizagdo de mais estudos sobre a
composic¢do desse produto para que a eficacia do mel seja de fato avaliada.

O mel das abelhas nativas possui como principal caracteristica a elevada taxa de
umidade (quantidade de agua), a qual pode variar entre 25 a 35% da sua composicdo
(VILLAS-BOAS, 2012). Quando comparado com a taxa de umidade do mel da abelha
africanizada, aproximadamente 18%, apresenta maior dificuldade de armazenamento, pois a
alta quantidade de agua diminui a vida 0til na prateleira (EVANGELISTA-RODRIGUES et
al., 2005).

Mel é uma excelente fonte de energia, estudos feitos com Melipona compressis
mostraram uma concentracdo média de energia de 285,3+18,7 kcal em 100g das amostras
analisadas e em Melipona rufiventris com 305,3+2,4 kcal em 100g. O potencial energético €
passivel de oscilacbes sendo a principal variavel a mudanca sazonal, de acordo com a estacdo
do ano muda-se a composicao floristica das quais as abelhas coletam o p6len, além disso, elas
armazenam mais ou menos polen de acordo com o tempo (SOUZA et al., 2004).

Segundo Wiese (1986) apud Souza et al. (2004), além de ser adocante e energético
naturais, 0 mel possui efeitos imunoldgicos, antibacteriano, anti-inflamatorio, expectorante,
analgeésico e sedativo, além de ser hiposensibilizador.

De acordo com Silva et al.:

A reacdo enzimatica glicose-oxidase e algumas de suas propriedades fisicas
sdo consideradas os principais fatores. Outros fatores que podem contribuir
para a propriedade antimicrobiana do mel sdo: elevada pressdo osmética /
baixa atividade de &gua, baixo pH / meio acido, baixo contetdo proteico,
baixo potencial redox devido ao alto teor de acgUcares redutores, a
viscosidade que limita a solubilidade do oxigénio e outros agentes quimicos
e fitoquimicos (2006, p.116).

Segundo Alves et al. (2008) o uso tépico do mel de Melipona subnutida quando
aplicado em lesbes infectadas de ratos mostrou aumento significativo da presenca de
leucdcitos, notadamente macrdfagos, fibroblastos e colageno nos tecidos examinados.
Portanto, a aplicacdo do mel melhorou a cicatrizagdo, bem como, tratou a infec¢do nas
feridas, o que pode ter ocorrido devido a um incremento na defesa imunoldgica organica e

tecidual, além de sua atividade antimicrobiana (Alves et al., 2008).
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Goncalves, Alves Filho e Menezes (2005) constataram a atividade antimicrobiana do
mel de Nannotrigona testaceicornis em cinco cepas de bactérias provenientes de infecgdes
hospitalares. Ewnetu, Lemma e Birhane (2013) comprovaram a a¢do antimicrobiana dos méis
da Etiopia sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a

meticilina (MRSA) e Klebsiella pneumoniae.

2.4 Propolis e geoprépolis: Composicéo e Propriedades medicinais

Além do mel, outros produtos das abelhas, como a prépolis, apresentam as
propriedades medicinais e terapéuticas comprovadas em varias pesquisas. A propolis é um
produto da colmeia feito a base de resinas vegetais. A composicdo da propolis é complexa e
estd relacionada com a diversidade floristica local, estando sujeita também a alteracdes
sazonais. Como consequéncia da variacdo na composicao quimica diferenciada da propolis,
ocorrem também mudancas em suas atividades farmacoldgicas, as quais se mostram maiores
em regides tropicais do que em regides temperadas do planeta (MENEZES, 2005).

A prépolis é um material constituido basicamente por resinas vegetais que as abelhas
coletam de plantas lenhosas feridas e trazem para a colmeia (NOGUEIRA-NETO, 1997). As
abelhas o utilizam para protecdo da colmeia (do grego, pro: a favor; polis: cidade). A
aparéncia fisica da propolis depende de varios fatores e pode apresentar- se nas cores creme,
amarelo, verde, fluorescente ou marrom escuro. Ja a textura pode ser fragil, dura, elastica ou
pegajosa (SALATINO et al., 2005, traducéo nossa).

Menezes (2005, p.406) lista alguns os principais compostos quimicos da prépolis que
podem ser classificados em alguns grupos principais como: “acidos e ésteres alifaticos, acidos
e ésteres aromaticos, acUcares, alcoois, aldeidos, acidos graxo, aminoacidos, esteroides,
cetonas, charconas e di-hidrocharconas, flavonoides, terpenoides, proteinas, vitaminas B1,
B2, B6, C, E, bem como diversos minerais”.

Ainda segundo Menezes (2005, p.406), dentre 0os compostos quimicos da prépolis o
grupo que mais vem se destacando é o dos flavonoides: “A presenca e a concentracao destes
compostos € utilizada como indice de qualificagdo de amostras de propolis”. A ingestdo de
flavonoides interfere na fisiologia do organismo, como por exemplo, auxiliando na absor¢édo

de vitaminas, além de apresentarem atividade antimicrobiana.
Para Bianchini e Bedendo (1998), as investigacdes sobre as propriedades antibioticas

da prépolis tém sido conduzidas, sobretudo na area médica e veterinaria, onde o produto tem
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demonstrado uma eficiente atividade bacteriostatica e bactericida em relacdo a diversos
géneros de bactérias.

Atualmente varios estudos vém confirmando o grande potencial terapéutico da
prépolis, principalmente os relacionados as acfes anti-inflamatdria, antimicrobiana,
antineoplasica e antioxidante (MENEZES, 2005). Além da potencial atividade contra
tumores, infeccdes, alergias, diabetes, Ulceras e com acdo imunomoduladoras (SFORCIN;
BANKOVA, 2011, traducdo nossa).

A composicdo quimica da propolis sofre alteracbes sazonais, com iSSO COMpOstos
biologicamente ativos podem sofrer uma diminui¢do quantitativa, entretanto esta reducéo é
acompanhada do aumento de outros compostos biologicamente ativos, desta maneira as
propriedades biologicas proprias da prépolis, como antibacteriana e antiflngica, permanecem
as mesmas independente da estacdo ( BANKOVA et al., 1998, traducdo nossa)

Segundo Sforcin e Bankova (2011, traducdo nossa), a maioria dos estudos € realizada
com propolis produzida pelas abelhas africanizadas. Velikova et al. (2000, tradugdo nossa)
analisaram 21 amostras de propolis produzidas por 12 espécies de abelhas da subfamilia
Meliponinae e identificaram a presenca de compostos como di e triterpenos e acido galico,
além de encontrar divergéncias na composi¢do quimica entre as prépolis da A. mellifera e das
abelhas sem ferrdo. Este estudo também evidenciou a atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, além de citoxidade.

Geopropolis € uma mistura de material resinoso, coletado das plantas, com cera e
argila. E armazenado em grandes quantidades dentro das colmeias e tem a funcéo semelhante
a propolis da A. mellifera (LIBERIO et al., 2011, traducdo nossa)

Alguns estudos tém mostrado a atividade antimicrobiana, antiploriferativa, anti-
inflamatdria, citotoxica e antioxidante do geopropolis (BURIOL et al., 2009; CUNHA et al.
2013; FRANCHIN, 2012; LIBERIO et al., 2011; SOUZA et al., 2013)

Liberio et al. (2011, traducdo nossa) verificaram, em estudo realizado com geopropolis
de Melipona compressipes fasciculata, a atividade antimicrobiana sobre Candida albicans e
Streptococcus mutans, sendo que neste ultimo ele inibe a formacéo de biofilme. Além disso, a
aplicacdo de gel & base de geopropolis em ratos causou a aumento das citocinas, exibindo
efeitos anti-inflamatarios.

Poucas pesquisas tém sido direcionadas ao estudo do geopropolis de Melipona
scutellaris em relagdo as suas propriedades bioldgicas e quimicas. Cunha et al. (2013,
traducdo nossa) sugerem que o geopropolis apresenta como composto principal benzofenonas

poliprenilados, em vez de flavonoides como em outros tipos de prépolis. Além disso, possuli
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potencial anti-inflamatorio, antimicrobiano e antinociceptiva. Souza et al. (2013) destacam 0s
fenilpropanoides e flavonoides como principais grupos presentes no extrato de geoprépolis de
Melipona subnitida, além de demonstrar a atividade antioxidante do extrato.

De acordo com Franchin et al. (2012, traducdo nossa), o0 extrato etandlico de
geopropolis (EEGP) e sua fracdo aquosa apresentaram atividade no mecanismo da
hipernocicepcdo inflamatoria induzida pelo modelo de carragena, onde o efeito foi mediado
pela inibicdo de IL-1B e TNF- a. A composi¢do quimica de EEGP e sua fragdo aquosa
mostraram uma significante presenca de compostos fenolicos e auséncia de flavonoides.

J& Cunha et al. (2013, traducdo nossa) comprovou em seu estudo que EEGP inibiram
significativamente o crescimento de cepas de Staphyloccus aureus e Streptococcus mutans e
em baixas concentracdes e sua fracdo hexano (HF) apresentou a maior atividade
antibacteriana. Além disso, tanto EEGP quanto HF inibiram a aderéncia do biofilme de S.
mutans e mostraram seletividade contra as linhagens de células cancerosas humanas, embora
que a HF s6 demonstrou essa seletividade a baixas concentragfes. As analises quimicas feitas
por esse autor sugerem a auséncia de flavonoides e presenca de benzofenomas com principais

compostos do geopropolis de Melipona scutellaris.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de amostras do mel e extrato hidroetandlico de
geopropolis da abelha urucu (Melipona scutellaris Latreille, 1811) coletadas em meliponarios

localizados em Jodo Pessoa, Paraiba.

3.2- Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antimicrobiana do mel e extrato hidroetanolico de geopropolis da
abelha urugu sobre as cepas de microrganismos patogénicos: Bacillus cereus,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S. aureus meticilina resistentes e Candida

albicans;

e Avaliar o efeito do tempo de armazenamento do mel de M. scutellaris sobre a

atividade antimicrobiana das amostras;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima de extratos hidroetandlicos de

geopropolis sobre as cepas de B. cereus, S. aureus e C. albicans.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras de mel e geopraépolis

A realizacdo dos testes antibiogramas para analisar a atividade antimicrobiana do mel
e geopropolis foi feita através difusdo em placas com meio sélido.

As amostras de mel foram obtidas de dois meliponarios localizados em Jodo Pessoa -
PB, sendo um o meliponario Massapé, localizado no bairro Bancarios e o outro o meliponario
Coqueirinho, localizado no bairro de Jacarapé.

As amostras de mel foram coletadas diretamente das caixas de abelha urucu,
utilizando uma seringa estéril descartavel e armazenadas em frascos previamente esterilizados
por autoclavacdo a 121°C, 15 min. Em seguida as amostras foram levadas ao laboratorio de
microrganismos (BIOMICRO) do Departamento de Biologia Molecular da Universidade
Federal da Paraiba onde se realizaram as analises. As amostras foram armazenadas em
temperatura ambiente no escuro.

No presente trabalho foram utilizadas nove amostras de mel de M. scutellaris, sendo
que atividade antimicrobiana das quatro amostras foi analisada antes (mel fresco) e apds o
armazenamento em temperatura ambiente por até trés anos. As amostras brutas de geoprépolis
foram obtidas de dois meliponérios sediados em Jodo Pessoa: Meliponario Coqueirinho (trés
amostras) em Jacarapé e Meliponario do Viveiro Municipal de Mudas (trés amostras),
localizado no bairro Valentina Figueiredo. Cada amostra de geoprépolis foi proveniente de
diferente caixa de abelha urugu, retirada com o auxilio de espatula e martelo e acondicionada
em sacos pléasticos e transportado ao BIOMICRO/DBM. As amostras GP1 e GP2 datam de
maio de 2012, j& as amostras GP3, GP4, GP5 e GP6 foram coletadas em fevereiro e marcgo de
2014,

As amostras foram maceradas manualmente num cadinho de porcelana e em seguida
os extratos foram preparados utilizando alcool etilico 70% com uma propor¢do de 30% do
geoprépolis (Figura 2). Os extratos mantidos em frascos escuros em temperatura ambiente
foram agitados diariamente durante 30 dias. Ap0s isso 0s extratos foram filtrados com filtros

de papel n°103.
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Figura 2- Processo de preparacdo do extrato hidroetandlico de geoproépolis (EEGP). A-
Geopropolis bruto. B- Geopropolis macerado. C- EEGP.

A

Fonte: Valberta A. Cabral

4.2 As cepas de microrganismos

Neste trabalho foram utilizadas as cepas padrdes bacterianas Bacillus cereus
(CCTO0198), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e uma
de levedura Candida albicans (ATCC 10231), além de cinco cepas de Staphylococcus aureus
meticilina resistentes (MRSA), obtidas da colecdo do Hospital Universitario Lauro Wanderley
da UFPB. As cepas de MRSA foram identificadas com os seguintes codigos: MRSAL,
MRSA2, MRSA3, MRSA4 e MRSAGS.

4.3 Analise da atividade antimicrobiana (AA) de amostras de mel e extrato

hidroetanolico de geoprépolis (EEGP)

A avaliacdo da atividade antimicrobiana (AA) do mel e do extrato hidroetandlico de
geopropolis (EEGP) foi feita através do método de difusdo em placas com meio agar Miiller-
Hinton.

As cepas microbianas testados foram semeadas nos tubos contendo Caldo Infuséo de
Cérebro e Coracdo (Brain-Heart Infusion - BHI) e incubadas em uma estufa bacterioldgica a
37°C por 24 horas.

Em uma placa de Petri contendo o meio Agar Mueller-Hinton, ao qual foi adicionado
na superficie do meio 1 ml da cultura bacteriana e espalhada com alca de Drigalski. As placas
foram deixadas em repouso por cerca de 30 minutos e entdo foram feitos trés pogos com 5
mm de diametro utilizando os tubos de vidro ocos. Foi depositada dentro dos po¢os uma
aliquota de 30 pl de cada amostra de mel ou extrato de geoprépolis. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Apds o periodo de incubacdo foi realizada a medicdo do



27

didmetro dos halos de inibigdo de crescimento formados. Todas as analises foram feitas em
duplicata. Como controle foi utilizado alcool 70% e prdpolis verde 30% (comercial - Apis
flora).

Para a analise também foram utilizados quatro antibidticos comerciais para
comparacdo dos resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana do mel e geoprépolis de
M. scutellaris, sendo eles: Acido Nalidixico 30ug (NAL), Cloranfenicol 30ug (CLO),
Estreptomicina 10ug (EST) e Vancomicina 30ug (VAN). Os antibiogramas para 0s
antibioticos foram realizados seguindo os padrdes, com discos proprios para antibiograma
fabricados pelo laboratério Laborclin e realizado em placa de Petri contendo o meio de
cultura Mueler-Hilton.

4.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das amostras de EEGP

O teste de susceptibilidade antimicrobiana foi adaptado a partir dos métodos de
referéncia para testes de microdiluicdo em caldo para levedura (M27-A2) e para bactérias
(M27-A6) (NCCLS, 2002; 2003). Este trabalho avaliou a susceptibilidade de duas cepas de
bacterianas padrdes (B. cereus e S. aureus) e uma cepa padréo de levedura (C. albicans), que
se mostraram sensiveis ao EEGP nos testes de difusdo em meio Mueller-Hinton.

Os testes de susceptibilidade antimicrobiana foram realizados em microplacas estéreis
com 96 pocos de fundo redondo utilizando quatro extratos de geopropolis filtrados.

Primeiramente, as cepas foram inoculadas em caldo BHI e incubadas em estufa
bacterioldgica, por 24 horas a 37°C. Aliquotas de 1,5 mL das culturas foram centrifugadas a
14000 rpm, 5 minutos a 25°C e os sobrenadantes descartados. As células foram suspensas em
4gua destilada e ajustada para a escala McFarland, nivel 1 (3x10® UFC/mL) para bactérias e
nivel 4 (12 x 108 UFC/mL) para C. albicans, devido & menor taxa de crescimento da levedura.

A montagem da placa de 96 pocos para microdiluicdo (Fig. 3) foi realizada
adicionando 100 pL de meio de cultura BHI em todos os pogos, exceto a linha 9, em seguida
foram adicionados 100 pL do EEGP nos pocos da linha 1, misturado por pipetagem e dessa
mistura foram foram retirados 100 pl e adicionados aos pogos correspondentes na linha 2, e
assim sucessivamente, aliquotas de 100 pl foram distribuidas sequencialmente nas
microplacas, das linha 1 a linha 9.

A concentragdo dos extratos utilizada na linha 1 foi de 30% para experimento com a
cepa C. albicans e de 3% para as cepas bacterianas. Deste modo, a dilui¢do final do inoculo

inicial foi de 1:256 do extrato inicial para C. albicans e de 1:2560 para B. cereus e S. aureus.
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As linhas 10, 11 e 12 foram utilizadas como controles (Figura 3). O controle positivo
foi composto por 100 pL de meio BHI acrescidos de 10 pL de indculo das cepas, em todos 0s
pocos da linha 10. Os pocos da linha 11 foram preenchidos com 100 puL de meio BHI sem
indculo. O controle negativo foi composto por 100 pL do mesmo meio BHI e adicionados de
20 pl de antibidtico (tetraciclina 0,5 g/mL) e antifungico (fluconazol 0,5 g/mL). Em seguida,
foram adicionados 10 pL da suspensdo microbiana teste (escala de Mc Farland 1 e 4) nos
pocos das colunas A, B, E e F, exceto linha 11. As colunas C, D, G e H foram mantidas sem

indculo da suspensdo microbiana para serem utilizadas como controle.

Figura 3 — Distribuicdo das amostras na microplaca de 96 pocos utilizada nos testes de
microdiluicao de extrato hidroetandlico de geoprépolis da abelha urucu.
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Fonte: Valberta A. Cabral
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Ap0s a preparacdo das microdiluicbes, as placas foram incubadas a 37°C durante 24
horas, em estufa bacteriologica. As leituras da densidade 6ptica (630 nm) foram feitas
utilizando leitora de microplacas (Elisa) marca Robonik, modelo Readwell Touch.

A CIM foi considerada a menor concentracdo do extrato de geoprépolis no qual nao
houve crescimento microbiano visivel, ou seja, uma leitura de absorbancia menor que 0,05 a
630 nm. Na sequéncia, foram calculados os respectivos valores de CIM 50 e de CIM 90, ou
seja, CIM necessaria para inibir o crescimento de 50 e 90% das amostras, utilizando o

software Excel 2010.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antimicrobiana de amostras de mel de abelha urucu

Os testes de difusdo em agar mostraram a agdo antimicrobiana do mel da abelha urugu
em trés das quatro cepas padrdes testadas (Tabela 1).

A atividade antimicrobiana contra B. cereus foi detectada em relacéo a trés das quatro
amostras de mel fresco (MU4, 7 e 8). Este resultado corrobora com o encontrado por Bobany
et al. (2010), que notou alta susceptibilidade de Bacillus sp. em um estudo feito com mel de
Tetragonisca angustula.

Tabela 1- Atividade antimicrobiana in vitro do mel fresco de M. scutellaris frente as cepas
padrdes testadas.

Zonas de inibicdo em mm ( X + DP)

Amostras B. cereus C. albicans E. coli S. aureus
MU4 28,5+0,7 0,0 26,0+1,8 32,3+3,7
MU7 35,5%0,7 0,0 22620 270£10
MU8 280+11 0,0 24,7+ 3,0 315+23
MU9 0,0+£0,0 0,0 27014 270+14

Alcool etilico 70% 0,0 0,0 0,0 0,0

As amostras de mel fresco testados mostraram ter alta atividade bacteriostatica contra
E. coli e S. aureus (Fig. 4), tendo essa Ultima cepa citada se mostrado mais sensivel, exibindo
medicOes médias de halos de inibicéo, entre 27,0 a 32,3mm (tabela 1).
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Figura 4 — Halos de inibi¢do das culturas de E. coli (A) e S. aureus (B) em meio 4gar Muller-
Hinton, pela acdo bacteriostatica das amostras do mel urucu fresco e armazenado.

Fonte: Valberta A. Cabral

Tal resultado corrobora com as pesquisas de Peralta (2010), Borsato, Cruz e Almeida
(2009), Bazoni (2012), Borsato el al. (2013) que comprovaram a eficicia da atividade
antimicrobiana do mel das abelhas Apis mellifera, Melipona bicolor, M. marginata, M.
quadrifasciata, M. rufiventris, Nannotrigona testaceicornis, Scaptotrigona depilis, S.
ipunctata, S. xantotricha, Plebleia remota, Tetragona clavipes e Tetragonisca angustula
sobre cepas de E. coli e S. aureus. Mas em estudo de Gongalves, Alves Filho e Menezes
(2005) mostra que E. coli apresentou sensibilidade enquanto que S. aureus se mostrou-se
resistente ao mel de N. testaceicornis.

Os resultados mostraram atividade antimicrobiana de todas as amostras de mel fresco
da abelha urucu testadas contra as cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), uma das
principais cepas contaminantes de ambientes hospitalares que causam preocupacdes na
medicina atual.

Os resultados para cepas MRSA foram similares aos obtidos para a cepa padréo de S.

aureus em relacdo a atividade antimicrobiana das amostras de mel fresco (Tabela 2).



31

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana in vitro do mel fresco de M. scutellaris frente as cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA).

Halos de inibicdo em mm (Yi DP)

Amostras MRSA1 MRSA2 MRSAS
MU4 ND ND 27,0+1,4
MU7 30,6 +2,6 320+138 ND
MU8 30,5+0,7 295+0,7 ND
MU9 ND ND 27,0+14
Alcool 70% 0,0 0,0 0,0

ND = Nao determinado

A amostra de mel MU7 apresentou uma atividade mais intensa contra a cepa MRSA 2,
com didmetro de halos de inibicdo medindo entre 30 e 34 mm. Estes resultados corroboram
com Bazoni (2012) que testou a atividade antimicrobiana de méis de A. mellifera e de abelhas
sem ferrdo de espécies diferentes em cinco linhagens de bactérias, incluindo uma cepa de
MRSA.

A figura 5 mostra a atividade bacteriostética de trés amostras de méis, sendo duas de
mel fresco (MU7 e 8) e uma de mel (MU4) armazenado ha um ano, contra uma cepa de
MRSAZ2.

Figura 5 — Atividade antimicrobiana do mel de M. scutellaris contra S. aureus resistente a
meticilina (MRSA2)

Fonte: Valberta A. Cabral
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A Tabela 3 apresenta a analise comparativa da atividade antimicrobiana do mel de

urugu em diferentes tempos de armazenagem, a temperatura ambiente.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana do mel de Melipona scutellaris frente as cepas padroes e
MRSA, em diferentes tempos de armazenamento.

Halos de inibicdo em mm (Yi DP)

Amostras

B. cereus E. coli S. aureus MRSA2 C. albicans
MU1 9,0+0,0° 30,5+2,1° 29,5+0,7° 30,5+0,7° 0,0£0,0°
MU2 8,5+0,7* 32,0+1,4° 31,0+2,0° 31,2+3,0° 0,0£0,0°
MU3 33,5+2,1° 27,7+2,1% 31,742,3° 33,5+2,1° 0,0+0,0
MU4 29,6+4,6" 26,7+2,4" 28,3+3,4! 33,2+3,0° 0,0£0,0*
MU4 ND 28,5+0,7° 29,0+1,4° 31,5+0,7° 0,0£0,0°
MU5 8,0+0,0° ND ND ND ND

Armazenamento em temperatura ambiente: *— 1ano; >— 2 anos. ND — N&o determinado

Quando comparado aos dados das tabelas 1 e 2, nota-se que o padrdo de atividade,
mais claramente visto na amostra MU4, manteve-se praticamente constante durante o tempo
de armazenagem com pouca ou nenhuma perda de atividade com relacdo ao mel fresco. Todas
as amostras avaliadas, com até dois anos de armazenamento, apresentaram atividade
antimicrobiana contra as cepas de bactérias.

A atividade antimicrobiana das amostras MU5 e MUG6 foi avaliada apos trés anos de
armazenamento em temperatura ambiente. Os resultados demostraram que a acao
antimicrobiana foi mantida contra todas as cepas bacterianas testadas.

A Instrucdo Normativa N° 11 de 20 de outubro de 2000 (BRASIL,2000), que trata
sobre a Identidade e Qualidade do mel, e o Decreto-Lei N° 214/2003 (BRASIL, 2003), que
estabelece as defini¢cdes, a classificacdo e as caracteristicas do mel, bem como as regras
relativas ao seu acondicionamento e rotulagem, ndo mencionam nenhum prazo de validade
para comercializacdo do mel, o que sugere que o mel possui um prazo de validade
indeterminado.

As cepas padrdes avaliadas apresentam sensibilidade variada as amostras de mel
testadas, como pode ser notado nas tabelas 1 e 3, sendo que a cepa de B. cereus apresentou a
maior variabilidade de sensibilidade, com média de halos variando entre 27,0 a 39,0 mm com
mel fresco e 8,0 a 36 mm de didmetro com mel armazenado. Sato e Miyata (2000) relatam
que podem ocorrer diferencas na atividade antimicrobiana do mel dependendo da sua origem

floral.
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Apenas a levedura C. albicans foi resistente a todas as amostras de mel avaliadas,
tanto fresco como armazenado (Tab. 1 e 3). Resultados semelhantes foram encontrado por
Peralta (2010), Bazoni (2012) e Borsato et al. (2013) com estudos feitos com mel de Apis
mellifera e méis das abelha sem ferrdo, Friseomelita doederleinei, F. varia, Melipona asilvai,
M. quadrifasciata anthidioides, M. bicolor, M. marginata, M. rufiventris, M. scutellaris, M.
subnitida, Nannotrigona testaceicornis,  Plebeia sp., Scaptotrigona depilis, S. ipunctata, S.
xantotricha, Tetragonisca angustula, T. clavipes e T. angustula.

De acordo com Portela (2006) e Fukuda et al (2009) apud Peralta (2010), a resisténcia
de C. albicans se deve a sua estrutura morfolégica que conta com uma parede celular
complexa, constituida de 80 a 90% de carboidratos. Os compostos B-glucanas e quitina estéo
presentes na estrutura da parede celular e conferem a célula uma maior rigidez, deste modo,
protege-a contra injurias mecanicas, evitando a lise osmética do protoplasto e o bloqueio do
ingresso de moléculas tdxicas, como alguns produtos fungicidas.

As cepas padrGes de bactérias foram sensiveis aos quatro antibioticos comerciais
utilizados, sendo Cloranfenicol que apresentou maior atividade antimicrobiana em todas as
cepas avaliadas. Entre as bactérias MRSA, a cepa MRSA2 apresentou-se com maior
resisténcia a trés dos quatro antibacterianos utilizados: Acido Nalidixico, Cloranfenicol e
Estreptomicina (Apéndice A).

Estes dados quando comparados com os resultados obtidos com mel fresco indicam
qgue as amostras de mel testadas exibiram halos de inibicdo de crescimento maiores que 0s
antibidticos avaliados em todas as cepas, entretanto o mel apresentou atividade

bacteriostatica, enquanto que os antibidticos, bactericida.

Vale considerar que antibidticos sdo substancias purificadas que possuem alvos de
acdo estabelecidos, enquanto que o mel é uma combinacdo complexa de varios constituintes
com diferentes propor¢des (PORTELA, 2006). Ainda assim, o mel tem mostrado resultados
eficazes no controle de varios microrganismos, agindo tanto em andlises in vitro, em uso
topicos, como em tratamentos de feridas infectadas, por exemplo, e até como inibidor de
microrganismos em alimentos (ALVES et al., 2008; BAZONI, 2012; BORSATO et al., 2013;
GONCALVES et al., 2005; RACOWSKI et al., 2007; PORTELA, 2010).
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5.2 Atividade antimicrobiana de amostras EEGP de abelha urucu

5.2.1 Andlise de difusdo em meio solido

Os testes de difusdo em meio solido mostram que os Extratos Hidroetandlicos de
Geopropolis (EEGP) possuem acdo antimicrobiana na maioria das cepas testadas. As zonas de
inibicdo variaram, entre 13,0 e 16,6 mm, para B. cereus e 12,5 e 15,6 mm, para S. aureus
(Tabela 4). A cepa de E. coli mostrou-se resistente aos EEGP.

As linhagens MRSA foram sensiveis a todas as amostras de EEGP testadas (Tabela 4 e
Figura 6), sendo que a maior variacdo foi observada na cepa MRSA4, com halos variando
entre 11,5 e 15 mm de didmetro. Entre os seis extratos testados apenas dois (GP1 e GP2)
exerceram acdo inibitoria na cepa de C. albicans.

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana do extrato hidroetanélico de geopropolis (GP) e proépolis
verde (PV) sobre cepas de microrganismos patogénicos.

Halos de inibigdo em mm (Yi DP)

Microrganismos  GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 PV
(controle)
B. cereus 145+2,0 16,6+0,5 13,5+0,7 13,5+2,1 16,5+0,7 13,0+0,0 14,8+1,7
C. albicans 12,3169 14423 0,0+0,0 00+00 00+£00 00£00 12,8+3,0
E. coli 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,000 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
S. aureus 14,2+2,2 15,6+1,1 15,0+0,0 12,5+0,7 14,0£0,7 13%0,0 14,8+1,5
MRSA1 14+1,0 14,8+25 ND ND ND ND 17,3t1,4
MRSA2 13,1+0,7 14,3+3,1 15,0£0,0 13,5+0,7 12,0+1,4 14,5+0,7 16,0£2,0
MRSA3 ND ND 13,0£1,6 12+0,8 12,5+2,0 11,5+1,2 16,0+5,6
MRSA4 ND ND 15,0£0,0 12,5+0,7 11,5+0,7 12,0+0,0 12,0+£0,0
MRSA5 ND ND 15,0+0,0 14,5+0,7 12,5+0,7 13,0+0,0 13,0£1,4

ND = Nao determinado
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Figura 6 - Atividade antimicrobiana do extrato hidroetandlico de geoprépolis (GP; e GP,) e
propolis verde (P; - controle) frente as cepas MRSAL (A) e MRSA2 (B).

Fonte: Valberta A. Cabral

As bactérias gram-positivas sao mais susceptiveis aos antibidticos do que as gram-
negativas, ja& que a camada de lipopolissacarideo (LPS) como componente da sua parede
celular (Tortora, Funke e Case, 2005) impossibilita a entrada dos antibacterianos. Parte da
resisténcia a antibidticos compartilhada entre as bactérias gram-positivas e gram-negativas é
devida a inativacdo bacteriana dos antibioticos.

Quando comparado aos antibidticos comerciais testados, as amostras GP2 e GP5
apresentaram halos maiores do que Cloranfenicol e Vancomicina que foram os antibidticos
com maior acdo de inibicdo em B. cereus (Apéndice A). Com excecdo do Cloranfenicol (17
mm), todos os antibioticos utilizados contra S. aureus apresentaram um menor halo de
inibicdo do que as amostras de EEGP avaliadas. Nas linhagens MRSA as amostras de EEGP
também apresentaram acdo bactericida, incluindo contra a cepa MRSA2 (Tabela4), a qual
apresentou maior resisténcia aos antibioticos comerciais testados.

N&o houve diferencas significativas entre a acdo antimicrobiana do EEGP da abelha

M. scutellaris e a prdpolis verde da abelha A. mellifera.

Neste estudo, o EEGP mostrou atividade antimicrobiana em B. cereus, S. aureus
padrdo e em cepas MRSA de ambiente hospitalar. Nossos resultados sdo corroborados por
Cunha et al. (2013) que mostraram que as amostras de geopropolis de M. scutellaris
apresentaram atividade antibacteriana significativa em S. aureus e cepas MRSA e néo
demostraram atividade inibitoria sobre E. coli. Bem como por Velikova et al. (2000), que

relatam a atividade antimicrobiana do geopropolis de abelhas sem ferrdo (Lestrimellata spp.,
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Melipona quadrifasciata, M. favora orlinge, M. scutellaris, M. marginata, Nanotrigona
testacularis, Plebeia remota, P. droryana, Scaptotrigona bipunctata, Tetragonisca
angustula e Tetragona clavipes) sobre S. aureus e C. albicans e pouca ou nenhuma atividade
em E. coli. Os autores ainda destacam a grande complexidade da composicao do geoprépolis,
com mais de cinquenta compostos individuais identificados e afirmam que, na maioria dos
casos, a grande atividade antimicrobiana estava relacionada com uma alta porcentagem de

acidos diterpénicos ou a uma combinacao de acido galico e acidos diterpénicos.
5.2.2 Determinagéo de Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) do EEGP

A tabela 5 mostra os valores de CIM obtidos nos testes de microdiluicdo de extratos
hidroetandlicos de geopropolis (EEGP), frente aos microrganismos B. cereus, S. aureus e C.

albicans.

Tabela 5 — Os valores de Concentracéo Inibitéria Minima (CIM 50% e CIM 90%) de extratos
de geoproépolis (EEGP) frente as linhagens de B. cereus, S. aureus e C. albicans.

Diluicao do extrato

Cepa EEGP CIM 50 CIM 90
GP3 1:80 1:10
B. cereus GP4 1:2560 1:640
GP5 1:640 1:320
GP6 1:1280 1:640
GP3 1:20 1:10
S. aureus GP4 1:320 1:160
GP5 ND 1:80
GP6 ND 1:640
GP3 1:64 1:8
C. albicans GP4 1:4 EB
GP5 1:32 1:4
GP6 1:256 EB

EB — Extrato Bruto; ND — Ndo determinado

Para C. albicans, em duas amostras de EEGP (GP4 e GP6) a CIM 90 sé ocorreu na
presenca de extrato bruto. Amostra GP3 apresentou maior atividade sobre esta cepa (CIM 90-
1:8). Os valores da CIM 50 variaram de 1:4 (GP4) a 1:256 (GP6) (Tabela 6).
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As amostras GP3 e GP6 mostraram valores de CIM 90 idénticos contra Bacillus
cereus e Staphylococcus aureus, 1:10 e 1:640, respectivamente. Essas amostras de
geopropolis mostraram uma variacdo da CIM 50 para B. cereus entre 1:2560 e 1:80, enquanto
para S. aureus entre 1:320 e 1:20 (Tabela 5).

Existem poucos estudos sobre a Concentracdo Inibitéria Minima dos extratos
hidroetanolicos do geopropolis de M. scutellaris. Cunha (2012) determinou que a CIM do
extrato de geopropolis de abelha urucu frente a S. aureus e MRSA ficou entre 6.25 — 12.5
pg/mL.

Candida albicans é uma levedura que faz parte da microbiota normal humana, mas
que pode se tornar um patdgeno oportunista causando micoses cutanea, sistémica e muco-
cutanea. A candidiase ocorre geralmente na forma vulvovaginal ou muco-cutanea, conhecida
como “sapinho”, ocorrendo frequentemente em recém-nascidos, individuos em tratamento
com antibioticos, podendo causar a morte em individuos imunosuprimidos, como no caso de
portadores do HIV (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Os resultados do teste de
microdiluicdo apontam acédo inibitoria frente a C. albicans, deste modo o EEGP de urucu
pode apresentar um potencial auxiliar no tratamento da candidiase.

O EEGP de M. fasciculata e M. scutellaris tem apresentado ampla atividade
antimicrobiana em C. albicans, Streptococcus mutans, S. aureus, MRSA, Enterococcus
faecalis, Actinomyces naeslundii (LIBERIO etal., 2011; CUNHA, 2012). Segundo Rios et al.
(1988) apud Duarte et al.(2003), extratos naturais que mostram atividade inibitéria em
concentracdes menores que 100 mg/mL podem ter um alto potencial antimicrobiano, ja que os
compostos podem ser isolados e usados em concentragdes mais baixas.

Na Ultima década a resisténcia antimicrobiana tem se tornado uma grande ameaca aos
agentes antimicrobianos. De acordo com Silva et al. (2007), um grande problema intrinseco a
terapia antimicrobiana é a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, por isto torna-se
necessaria a busca constante por novas fontes terapéuticas que tenham eficacia no tratamento

de infec¢des, ocasionadas tanto por bactérias como por fungos, por exemplo.
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6 CONCLUSOES

O mel e o geoprdpolis produzidos pela abelha urucu (Melipona scutellaris)
apresentaram uma notavel atividade antimicrobiana. Sendo o mel eficaz contra as cepas de E.
coli, S. aureus, MRSA e em menor grau em B. cereus, ndo havendo diferenca entre as
atividades antibacterianas dos meéis fresco ou sob armazenamento até trés anos, em
temperatura ambiente. Os extratos hidroetanolicos de geoprdpolis apresentaram atividade
antimicrobiana contra cepas de B. cereus, S. aureus, MRSA e C. albicans, sendo que agéo
inibitdéria do crescimento foi observada para a cepa C. albicans, e acdo bactericida para as
cepas de bactérias. Desta maneira, os dados obtidos neste trabalho demonstram que o mel e
geopropolis tém potencial para uso terapéutico no controle e combate de infeccBes
microbianas, necessitando estudos mais detalhados sobre a composicao e os beneficios destes

produtos de abelha urugu, que sdo ainda muito pouco estudados.
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APENDICE A - Atividade antimicrobiana de antibidticos comerciais (controle)
frente aos nove microrganismos testes

Halos de inibicio em mm ( X + DP)

Microrganismos " Zjdo Nalidixico Clorafenicol Estreptomicina Vancomicina
B. cereus 125+15 156+2,1 105+1,5 154 +35
E. coli 14,0+0,0 195+35 17,5+6,3 8,0+0,0
S. aureus 10,0+0,0 17,0+£0,0 10,5+0,7 97+16
MRSA 1 ND ND ND ND
MRSA 2 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 9,5+0,7
MRSA 3 0,0+0,0 205+21 11,5+0,7 11,5+0,7
MRSA 4 0,0+0,0 75+0,7 12,0+14 13,5+0,7
MRSA 5 0,0+0,0 75+0,7 14,0+0,0 125+0,7

ND = Nao definido



