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RESUMO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana da prépolis das
espécies de abelhas sem ferrdo, Cupira (Partamona sp) e Jati (Plebléia sp), frente a cepas de
Enterobacter aerogenes, Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Foram
produzidos extratos hidroalcoolicos a partir de prépolis de abelhas Jati e Cupira. Para a
andlise da atividade antimicrobiana das propolis foi utilizada a técnica de difusdo em discos.
Utilizando o método Kirby-Bauer, as cepas Enterobacter aerogenes, Sthaphylcoccus aureus,
Salmonella spp e Escherichia coli foram semeadas em placas de Petri contendo meio agar
Mueller Hinton e em seguida os extratos, em diferentes concentragdes (100mg/mL, 75 mg/mL
e 50 mg/mL), foram inseridos nas placas. As placas foram lidas com 12 e 24 horas. O extrato
da prépolis de Cupira, com 12 e 24 horas de incubacgdo, conseguiu inibir na concentracdo de
100 mg/mL todas as cepas bacterianas testadas, porém apenas Salmonella spp e
Staphylococcus aureus tiveram seus crescimentos bacterianos inibidos nas demais
concentragfes (75 mg/mL e 50 mg/mL do extrato). Ja o extrato da propolis da espécie Jati,
com 12 horas de incubacdo foi capaz de inibir apenas cepas de Staphylococcus aureus quando
puro. No entanto, com 24 horas as bactérias, Enterobacter aerogenes, Salmonella spp. e
Staphylococcus aureus foram inibidas na concentracdo de 100 mg/mL e E. coli ndo sofreu
nenhuma inibicéo pelo extrato. Portanto, os extratos avaliados obtiveram acdo antimicrobiana
relevante contra as cepas testadas, porém ndo tdo eficientes quando comparados com o
antibidtico ciprofloxacina.

Palavras-chave: Antibiograma; Propolis; Bactérias; Resisténcia; Meliponicultura.



ABSTRACT

The present study aims to evaluate the antimicrobial activity of propolis of stingless bee
species, Cupira (Partamona sp) and Jati (Plebléia sp) against strains of Enterobacter
aerogenes, Salmonella spp., Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Hydroalcoholic
extracts were made from propolis bee Jati and Cupira. For the analysis of the antimicrobial
activity of propolis disc diffusion technique was used. Using the Kirby-Bauer method,
Enterobacter aerogenes strains, Sthaphylcoccus aureus, Salmonella spp and Escherichia coli
were seeded in Petri plates containing Mueller Hinton agar medium and then the extracts at
different concentrations (100mg/mL, 75 mg / ml and 50 mg / ml) were placed on the plates.
Plates were read at 12 and 24 hours. The extract of propolis Cupira, with 12 and 24 hours of
incubation, could inhibit the concentration of 100 mg / mL all tested bacterial strains, but only
Salmonella spp. and Staphylococcus aureus were inhibited their growth in other bacterial
concentrations (75 mg / mL and 50 mg / mL of extract). Have the extract of propolis from Jati
species, with 12 hours of incubation was only able to inhibit Staphylococcus aureus, pure.
However, after 24 hours the bacteria Enterobacter aerogenes, Salmonella spp. and
Staphylococcus aureus were inhibited at a concentration of 100 mg / mL and E. coli suffered
no inhibition extract. Therefore, the extracts evaluated had significant antimicrobial activity
against the tested strains, but not as efficient when compared with the antibiotic ciprofloxacin.

Keywords : Antibiogram ; Propolis ; Bacteria ; Resistance ; Meliponiculture .
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1. INTRODUCAO

A meliponicultura vem sendo praticada desde os tempos remotos, e no Brasil
comegcou a ser desenvolvida pelos indios. Ao longo dos anos, agricultores comegaram a cria-
las com o intuito de auxiliar na polinizacdo de suas lavouras, por se tratarem de abelhas que
ndo oferecem riscos a saude de quem as cria. Ao longo dos tempos esta pratica passou a ser
difundida de forma tradicional por pequenos e médios agricultores, principalmente por
aqueles onde a mao de obra familiar era a empregada nas atividades do campo, sendo
considerada uma atividade econémica complementar (COLETTO-SILVA, 2005). A criacdo
de meliponineos no Brasil é uma atividade bastante difundida, especialmente mantida pela
regido Norte e Nordeste do pais, tendo o mel, assim como na apicultura, como principal
produto valorativo de exploragdo (ALVES et al., 2007).

Além da visita as flores e os beneficios no incremento nos servicos da polinizacéo, 0s
meliponineos apresentam produtos e subprodutos bastante valorizados economicamente, tais
como, mel, polen, cera, propolis e geopropolis. Sendo estes 0s principais atrativos para a sua
criacdo racional e manejo (PALAZUELOS, 2008).

A prépolis é uma mistura complexa de substancias resinosas, cerosas e balsamicas,
que sdo coletadas pelas abelhas, de diferentes partes de plantas tais como: botdes, flores,
brotos e exsudatos resinosos, por isso possuem consisténcia, textura e coloracdo variada. Este
material € utilizado pelas abelhas dentro da colmeia com a finalidade de manter o ambiente
asséptico, desinfetar os favos, revestir as paredes internas, embalsamar insetos mortos e
proteger a entrada contra intrusos (FUNARI; FERRO, 2006; NOGUEIRA-NETO, 1997,
BURDOCK, 1998; CASTALDO; CAPASSO, 2002; CUNHA et al., 2004).

Pinto (2011) refere-se a propolis como um produto natural, que passou a ser utilizada
em diferentes regides do Brasil e do mundo para diversas finalidades medicinais entre elas a
cicatrizacdo de feridas e antimicrobiana.

A propolis vem apresentando uma variada atividade biologica demostrando também
composicao quimica diferente em regides distintas do pais. Certos compostos estdo presentes
em todas as amostras, ao contrario de outras substancias encontradas em algumas amostras.
Tal variacéo é facilmente explicada pela enorme diversidade bioldgica, vasta flora brasileira e
adversidades temporais de cada regido onde s@o criadas, bem como pela capacidade
bioquimica das abelhas em modificar a composicdo natural e/ou adicionar outros

componentes a propolis (FUNARI, FERRO, 2006). Devido a isso, varias sdo as atividades
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biologicas relatadas na literatura, tais como antimicrobiana, anticarcinogénica, citotoxica,
anti-inflamatoria, imunomoduladora, antioxidante e antitumoral (CABRAL et al., 2009).

No entanto, pouco ainda é conhecido quanto a constituicdo quimica e as acgdes
terapéuticas da propolis de abelhas sem ferrdo, especialmente quanto aos mecanismos de a¢do
a nivel celular, o que poderia representar novas formas de tratamento de varias doengas, com
a possibilidade de seu uso também como coadjuvante de outros medicamentos (SANCHES,
2012).

Atualmente, tem-se buscado intensamente a descoberta de novos medicamentos que
venham a auxiliar no combate a doencas, entre elas as infecciosas. A utilizacdo de
medicamentos sem a prescri¢do médica tem proporcionado o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana contra varias classes de antibidticos de uso farmacoldgico, gerando um grande
aumento no numero de pesquisas relacionadas a produtos naturais que possam ser utilizados
para combater tais enfermidades, e a propolis de Apis mellifera ganhou destaque como
medicamento (SANCHES, 2012).

Portanto, devido a falta de estudos relacionados com as espécies de abelhas nativas e
seus produtos, bem como a grande utilizacdo da prépolis de Apis mellifera como agente
medicinal, utilizado para diversas finalidades farmacol6gicas, observou-se a necessidade de
estudar mais profundamente a propolis de espécies de abelhas sem ferrdo, avaliando a acdo
por ela desempenhada, podendo ser ou ndo caracterizada com atividade biol6dgica. Assim, o
referente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de

prépolis de abelhas sem ferrdo frente a cepas patogénicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MELIPONICULTURA

O Brasil é rico em especies de abelhas sociais nativas, conhecidas como abelhas indi-
genas sem ferrdo ou meliponineos. Atualmente sdo criadas comercialmente em agrupamentos
de col6nias, denominados meliponarios, que constituem a meliponicultura (SILVEIRA et al.,
2002). A meliponicultura é de facil manejo e necessita de pouco investimento para a sua
criacdo. E uma atividade que pode ser integrada a plantios florestais, de fruteiras e de culturas
de ciclo curto, podendo contribuir, através da polinizacdo, com o aumento da producdo
agricola e regeneracdo da vegetacdo natural (SOARES; JONG, 1992; HEARD, 1999).

Atividades como a meliponicultura ttm um papel importante nas economias de
subsisténcia de muitas localidades da regido semiarida do Brasil, e essas atividades
contribuem para o desenvolvimento regional sustentavel, utilizando recursos naturalmente
fornecidos pela flora e fauna caracteristica do bioma Caatinga (SANTOS, 2006; OLIVEIRA
et al., 2010).

A prética de meliponicultura no Brasil ainda € carente de tecnologias que aprimorem o
processo de extracdo dos produtos, tornando-os mais dificeis de serem extraidos e, portanto,
mais caros, e principalmente, pela auséncia de uma legislacdo condizente com as suas
necessidades (COLETTO-SILVA, 2005). A criacdo de abelhas indigenas sem ferrdo sofre de
um vazio legal, particularmente na parte fisico-quimica, o que dificulta a ampliacdo do
mercado desse produto, especialmente no que se refere a exportacdo e comercializacao
(LOPES et al., 2005).

Embora as abelhas sem ferrdo possam estar relacionadas as atividades econémicas
bem estabelecidas, como produgdo de mel, cera e propolis, a grande importancia desses
insetos é também a que eles desempenham nos processos ecossistémicos em que estdo
envolvidos, como sua participacdo na polinizacdo (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2004).
Sendo esse um processo ecoldgico de grande importancia ndo somente para a reproducao
sexuada das angiospermas, mas também, para a producdo de frutos, outros alimentos, a
manutencdo e conservacgdo das redes de interacdes entre plantas e animais (YAMAMOTO et.
al., 2010).



16

2.1.1. Abelhas Sem Ferrao

As abelhas nativas caracterizam-se por possuirem o ferrdo atrofiado, impossibilitando
seu uso, sendo conhecidas popularmente como abelhas sem ferrdo. S&o encontradas mais de
300 especies de abelhas sem ferrdo conhecidas em todo mundo, muitas destas nativas do
Brasil. Devido a exploracdo predatdria dos enxames, varias espécies destas abelhas
encontram-se ameacadas de extingdo (FREITAS, 2001).

Abelhas indigenas sem ferrdo ocupam grande parte das regiGes de clima tropical,
temperado e subtropical do planeta. Estas abelhas constroem os seus ninhos com materiais
diversos, que sdo encontrados na natureza. A partir da polinizacdo da flora da regiéo, as
abelhas produzem diversos produtos para auxiliar em sua sobrevivéncia, protegendo-as e
alimentando-as, destaca-se a producdo de mel, pdlen, prépolis, o geopropolis e batume
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

Entre as diversas especies meliponas, as mais facilmente encontradas sdo as
Jandairas, Jatai, Urucu, Mandagcaia e Irapud, estando presente em todas as regides do Brasil,
em especial as tropicais e as regiGes subtropicais do mundo. Estas sdo encontradas em sua
maioria com porte minasculo a médio. O género Melipona é 0 que possui maior nimero de
espécies, e ocorre em toda a regido neotropical, sendo mais diversificada na bacia amaz6nica
(SILVEIRA et al., 2002).

As populacGes de abelhas sem ferrdo estdo em declinio em varios habitats alterados,
inclusive naqueles fragmentados. Atividades antrdpicas e o corte de madeira que levam a
destruicdo de arvores usadas na nidificacdo de abelhas nativas sdo apontadas como
importantes causas deste declinio. Em algumas regides do nordeste brasileiro, principalmente
na caatinga, 0s extratores de mal tém destruido sistematicamente véarias arvores para obter 0s
produtos produzidos pelas abelhas que podem vir a serem utilizados, seja como alimento, ou
para medicamento, e/ou alternativa de renda (CASTRO, 2001; 2005).

2.1.2. Propolis De Abelhas Indigenas Sem Ferréao

Apesar da tradicdo que envolve o pais por criacfes de abelhas europeias Apis mellifera
e 0 consumo de seus produtos, sendo ainda a mais conhecida entre os brasileiros. O Brasil
despertou para a criacdo racional das abelhas sem ferrdo, com cerca de 190 espécies de

meliponineos. A meliponicultura tem passado por novos ciclos de valorizagdo, e esse
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redescobrimento da atividade tem levado ao desenvolvimento de grande nimero de estudos
voltados para o conhecimento de aspectos da biologia e comportamento, como também,
daqueles que visam a caracterizacdo dos produtos das col6nias em relacdo a seus constituintes
nutricionais e farmacologicos (SOUZA, 2007; LOPES, 2005; ALVES, 2007).

A propolis é uma substancia resinosa coletada em arvores pelas abelhas, que
mastigam, adicionando enzimas salivares e misturando com cera, polen e materiais
inorganicos. A palavra "prépolis” vem do grego "pro”, em favor de, e "polis”, cidade,
significando em defesa da colmeia. Sua constituicdo a faz uma substancia pegajosa, altamente
adesiva que é usado pelas abelhas para preencher as fendas das colmeias, proteger contra a
entrada de invasores. Outro uso da prépolis pelas abelhas é durante o processo de
embalsamamento de insetos mortos dentro da colmeia. Ela é usada também como agente
antimicrobiano diminuindo a presenca de micro-organismos dentro da colmeia (LUSTOSA et.
al., 2008).

O homem tem utilizado a propolis desde o antigo Egito onde fazia parte juntamente
com outras substancias, do embalsamamento dos mortos. Existem, registros de uso da
prépolis pelos gregos, romanos, arabes, na ldade Média e entre os Incas (BRUMFITT et al.,
1990).

Propolis tem um cheiro caracteristico e mostra propriedades adesivas porque ele
interage fortemente com 6leos e proteinas da pele. Em geral, quando in natura é composta de
30% cera, 50% resina e balsamo vegetal, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de pblen e
de outras substancias (BURDOCK, 1998).

No Brasil, a propolis é coletada durante todo o ano e, portanto, existem variagdes
sazonais na sua composicao. Estas variagdes sdo importantes para a aplicacdo pratica da
prépolis, orientando a sua coleta para as estacfes onde existe uma maior concentracdo de
compostos biologicamente ativos. Por outro lado, as variacBes sazonais podem fornecer
informacdes acerca das plantas utilizadas como fonte da propolis brasileira (BANKOVA et
al., 1998).

Existem grandes variacdes na composi¢do qualitativa das fracbes volateis da propolis
de Apis mellifera de zonas temperadas e de regides tropicais. A propolis de regides de clima
temperado pode ser classificada em dois tipos, conforme o constituinte volatil majoritario seja
o P-eudesmol ou o benzoato de benzila. Nos paises de clima tropical existem grandes
diferengas na composi¢do quimica dos volateis de propolis obtidos a partir de diferentes
localidades, dificultando a sua caracterizacdo, o que ndo é muito diferente da propolis de
abelhas nativas sem ferrdo. (PETRI et al., 1988)
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A constituicdo dos compostos volateis de propolis depende, também, das espécies de
abelhas que a elaboraram. Os compostos volateis da propolis oriunda de abelhas Apis
mellifera e abelhas sem ferrdo Melipona beechei da mesma regido (peninsula de Yucatan, no
México) foram comparados, tendo sido identificados 120 substancias, 21 delas presentes
apenas na propolis de A. mellifera e outras 15 encontradas unicamente na prépolis de M.
beechei. Observaram-se diferencas acentuadas na composicdo de cada amostra, embora a
vegetacdo existente nas regides onde elas foram coletadas seja similar, o que indica que
diferentes espécies de abelhas apresentam preferéncia por variadas fontes botanicas para a
elaboracdo da prépolis (PINO et al., 2006).

A composicdo de uma propolis é determinada principalmente pelas caracteristicas
fitogeogréaficas existentes ao redor da colmeia (KUMAZAWA et al., 2004). Entretanto, a
composicao da propolis também varia sazonalmente em uma mesma localidade (SFORCIN et
al., 2000). N&o s6 a composicdo quimica da prépolis é determinada pelas caracteristicas da
vegetacdo da regido, mas também as reservas de pdlen e mel. Como consequéncia desta
composicdo quimica diferenciada da prépolis, ocorre também uma variacdo nas suas
atividades farmacoldgicas (MENEZES, 2005).

2.1.3. Atividade Biol6gica da Propolis

Pinto (2011) refere-se a propolis como um produto natural, que passou a ser utilizada
em diferentes regides do Brasil e do mundo para diversas finalidades medicinais entre elas a
cicatrizacao de feridas e antimicrobiana.

A propolis tem sido bastante estudada devido as suas propriedades bioldgicas,
levando-a a ser caracterizada por possuir atividade antibacteriana, antifingica e propriedade
cicatrizante. Com isso, tem sido incentivado o seu alto uso pela medicina popular no
tratamento de feridas e infeccGes das vias orais, também como anti-micotico e cicatrizante
(UZEL et al., 2005).

A composicdo quimica da propolis depende de varios fatores que podem estar
relacionados também com as atividades por ela desempenhada. Segundo Da Silva et al.,
(2013), a propolis apresenta em sua constituicdo quimica diversos componentes, entre ele 0s
flavonoides, compostos fendlicos em geral, compostos aromaticos, polifendis, ésteris, entre
outros. Esta composicdo depende diretamente da localizacdo geografica em que estas
colmeias estdo sendo cultivadas, das condi¢des climéaticas do ambiente e da vegetagdo que as

abelhas retiram os alimentos e substancias necessarias para o desenvolvimento adequado das
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colmeias. Portanto, a composi¢do quimica é variavel de regido para regido, modificando
também os compostos bioativos da prépolis (PEREIRA, 2011).

A variabilidade das propriedades fisicas e quimicas da prépolis cria dificuldades para
o controle de qualidade, a grande parte destas dificuldades esta relacionada a auséncia de
controle da origem da prépolis. Esta informacdo € crucial para determinacdo da composicao
quimica e, consequentemente, sua atividade farmacolégica (BANKOVA, 2000).

A procedéncia da prépolis define um perfil quimico especifico (tipagem) que é
normalmente determinado por técnicas de separacdo como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG). Estes métodos sdo geralmente laboriosos e
exigem a utilizagdo de solventes durante a extragdo dos compostos. Para um eficiente controle
de qualidade, € desejavel determinar a tipagem da propolis, o que ira permitir a industria
farmacéutica e cosmética fazer um uso mais especifico dos seus derivados (CUNHA et al.,
2009).

Propolis de abelhas sem ferrdo sdo utilizadas popularmente para tratamento de
diferentes doencas, com varias atividades bioldgicas ja comprovadas (VELIKOVA et al.,
2000; MACIEL, 2005; BANKOVA; POPOVA, 2007; ASSUNCAO, 2008; FARNESI et al.,
2009; LIBERIO et al., 2009 ), porém, para 0 uso no sistema de salde publica, é necessaria a
padronizacdo quimica do produto natural na garantia da qualidade, eficacia e seguranca
(CUNHA et al., 2009).

Por apresentar acdo antisséptica, representando um mecanismo de defesa das abelhas
contra micro-organismos, a propolis coletada da producdo meliponicola no Brasil, deve suas
acles antimicrobianas a presenca de acidos p-cumaricos, prenilados e diterpenos
(BANKOVA et al., 2005).

Segundo Sanches (2012), a propolis extraida de varias espécies de meliponas
diferentes apresentam atividade antibacteriana como, por exemplo, Titba (M. compressipes),
Mandacaia (Melipona quadrifasciata), Bora (Tetragonaclavipes sp.), Irai (Nanotrigona
testaceicornis), Jatai (Trigona angustula), Arapua (Trigona spinipennis), Tubi (Scaptotrigona
sp.), Urugu (Melipona. scutellaris), Manduri (Melipona orbignyi).

Em relacdo a suas propriedades farmacologicas, estudos mostraram sua atividade
antimicrobiana in vitro contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus e Strepthococcus
spp.) e Gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris e P. aeruginosa), protozoarios
(Tripanossoma cruzi), fungos (Candida albicans) e virus (Virus da Imunodeficiéncia
Humana-HIV). A prépolis apresenta também efeitos anti-inflamatérios em casos agudos e

crénicos in vitro, imunoestimulatorios e imunomodulatorios, efeitos hepato-protetores e acédo
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contra radicais livres. Além desses, a propolis apresenta efeito anestésico similar ao da
cocaina e efeito regenerativo nos tecidos (CASTALDO et al., 2002). Estudos realizados por
Bankova (2007) mostraram que a propolis das abelhas Jatai inibem o crescimento de micro-
organismaos.

A atividade antimicrobiana da propolis tem sido estudada e relatada por vérios autores,
que concluem que a agdo contra micro-organismos patogénicos esta relacionada com as
propriedades biologicas da préopolis. Estas propriedades fazem com que a propolis tenha uma
atividade limitada contra bactérias Gram negativas e seja mais ativa contra bactérias Gram
positivas (GARCIA et al., 2004; ANDRADE et al., 2010) .

Krol et al., (1993) estudando as fracfes isoladas do extrato de propolis, observou que
ndo teve atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, mas quando juntas inibiram
0 patégeno, comprovando que o sinergismo torna-se responsavel pelo potencial terapéutico da
propolis. Estudos relataram a atividade antimicrobiana da propolis frente a
Enterococcus sp, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (PINTO et al., 2001; 2003).

2.2.  BACTERIAS PATOGENICAS EM ESTUDO

Uma das principais causas das doencgas de cunho infeccioso humano esta relacionada
com a presenca da espécie de bactéria Escherichia coli, que é caracterizada pela producdo de
enterotoxinas que causam principalmente a diarreia, e por isso tem sido amplamente estudada,
sendo uma das principais causas de doencas infecciosas humanas (TINTINHO et al., 2013).

Bactérias do género Staphylococcus sdo distribuidas e encontradas na natureza.
Algumas espécies de Staphylococcus, como por exemplo, Staphylococcus aureus sdo
frequentemente reconhecidas como agentes causadores de infec¢des oportunistas em animais
e humanos (COUTINHO et al., 2009).

Bactérias patogénicas em geral estdo cada vez mais demostrando o aumento da
resisténcia a antibacterianos de uso farmacoldgico devido ao uso indiscriminado e irracional
dos mesmos. Portanto, tem-se incentivado pesquisadores a buscarem novas técnicas de
manejo de farmacos e produtos naturais como fontes viaveis de novos medicamentos que
sejam capazes de impedir ou reduzir o crescimento bacteriano de cepas patogénicas
resistentes (TINTINHO et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato da propolis de diferentes espécies de
abelhas sem ferréo criadas no Rio Grande do Norte.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a acdo antimicrobiana da propolis das espécies Cupira (Partamona sp), Jati

(Plebléia sp), frente as cepas de Enterobacter aerogenes, Salmonella spp.,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Comparar os resultados obtidos com antibidticos de uso farmacologico.
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4. METODOLOGIA

4.1. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de prépolis de abelhas indigenas sem ferrdo das espécies Cupira e Jati
foram coletadas, assepticamente, entre 0s meses de junho de 2013 a janeiro de 2014, de
meliponicultores do estado do Rio Grande do Norte. Em seguida foram levadas para o
Laboratdrio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA), localizado na Universidade

Federal Rural do Semi-Arido, onde decorreram as etapas subsequentes.
4.2. PREPARO DOS EXTRATOS DA PROPOLIS

Para a producdo dos extratos, as amostras de prépolis bruta foram pesadas em balanca
de preciséo, posteriormente foram maceradas e transferidas para erlenmeyer onde foi
adicionado o solvente extrator que nesse estudo foi utilizado o etanol 70%, nas proporcoes de
3:7 (p/v) respectivamente.

A extracdo foi feita em 45°C em banho Maria por sete dias sob agitacdo vigorosa uma vez
ao dia. Posteriormente foram levados a filtragdo em papel filtro.
A partir dos extratos hidroalcoolicos das propolis, foram obtidas as diluicdes dos extratos:

100 mg/mL, 75 mg/mL e 50 mg/mL adicionando agua destilada estéril.
4.3. PREPARACAO DAS CEPAS

Foram utilizadas quatro cepas padréo, sendo elas, Enterobacter aerogenes (ATCC
1304), Salmonella spp., Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC
6538). Estas foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion -BHI por 24h para obter

turvacédo equivalente ao padrdo 0,5 da escala McFarland de acordo com CLSI (2011)
4.4, ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS ANTIBIOTICOS IN VITRO

Para comparacdo posterior com o potencial antimicrobiano dos extratos de propolis
das abelhas sem ferrdo de diferentes espécies foi realizado a técnica de difusdo em discos,
com algumas drogas antimicrobianas de uso farmacoldgico. Foram utilizadas as quatro cepas

padrédo reativadas e suspendidas. O procedimento foi realizado em triplicata, em placas de
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petri contendo meio Agar Mueller-Hinton. A suspens&o foi inoculada nas placas com auxilio
de swabs esterilizados, pelo método de Kirby-Bauer, com posterior inser¢do dos discos de
antibioticos, sendo os utilizados no experimento: Amicacina (30ug), Ampicilina (10ug),
Amoxicilina (20ug), Ciprofloxacina (5ug), Cefalexina (30ug), Gentamicina (10ug),
Neomicina (30ug), Eritromicina (15ug), Oxacilina (1ug) e Penicilina G (10U). As placas
foram incubadas invertidas a 37°C em estufa por um periodo de 24h. Em seguida mediu-se,

com auxilio de paquimetro, o didmetro dos halos de inibicéo.

45. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO EXTRATO DE PROPOLIS IN VITRO

Para analisar o potencial antimicrobiano dos extratos de propolis, foi utilizada a
técnica de difusdo em discos (GROOVE; RANDALL, 1955). As placas contendo Agar
Muller Hilton foram semeadas, em triplicata, com as cepas padrdo de Enterobacter
aerogenes, Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A semeadura foi
realizada com o auxilio de swabs, pelo método de Kirby-Bauer. Foram adicionados em cada
placa discos de papel filtro contendo as concentracfes do extrato hidroalcoolico de prépolis
utilizadas no experimento, séo elas: 100 mg/mL, 75 mg/mL e 50 mg/mL, o controle positivo
contendo o antibidtico que apresentou maior halo de inibicdo no experimento anterior e 0
controle negativo, agua destilada estéril. As placas foram incubadas invertidas a 37° C durante
24h em estufa. E posteriormente, foram realizadas as medicdes dos halos de inibi¢cdo com o
auxilio de paguimetro com 12 e 24 horas de incubacéo.

A interpretacdo dos resultados seguiu de acordo com os dados sugeridos pela Clinical
and Laboratory Standards Institute - CLSI (2011), onde os halos de inibicdo formados foram
comparados com a tabela de referéncia, sendo os micro-organismos classificados como

resistentes, intermediarios e sensiveis.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise da diferenca significativa entre os halos formados pelos extratos sob as
bactérias, nas concentracdes avaliadas, foi utilizado o teste de Tukey a 5% para comparacdo
das médias. Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05 (Software

estatistico GraphPad Prism 6 for Windows versdo 6.01, setembro 21, 2012).


http://en.wikipedia.org/wiki/Clinical_and_Laboratory_Standards_Institute
http://en.wikipedia.org/wiki/Clinical_and_Laboratory_Standards_Institute
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
A tabela 1 apresenta os resultados obtidos na andlise da atividade antibacteriana dos
antibioticos in vitro.

Tabela 1 - Perfil de susceptibilidade de Enterobacter aerogenes, Salmonella spp., Escherichia
coli e Staphylococcus aureus frente a diferentes antimicrobianos de uso farmacéuticos.

Halos de inibi¢cdo (mm) pelo antibiograma

E. aerogenes E. coli Salmonella spp. S. aureus

Amicacina 13,0% 20,0° 10,07 13,07
Ampicilina 14,0' E 22,0° *
Amoxicilina 18,0° 15,0' 27,0° *
Cefalexina * * * &

Ciprofloxacina 20,0' 22,0° 24,0° 28,0°
Eritromicina E 15,0 13 [0 *

Gentamicina 12,0% 19,0° 16,0° 14,0

Neomicina 19,0™ 15,0%* 18,07 16,0
Oxaciclina * * * *
Penicilina G 0 0 230" 0

*N&o houve formacdo de halo significativo. S-sensivel; I-intermediario ;R-resistente. ** =
Dados ndo encontrados na tabela da CLSI para comparacao.

Em comparagdo com a tabela de formacdo de halos padronizada pela Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI, (2011), os resultados obtidos demostraram que o
antibidtico Ciprofloxacina foi o Unico farmaco que inibiu o crescimento das quatro bactérias
em estudo, tendo formacdo de halos com 20 mm a 28 mm, concluindo que a Enterobacter
aerogenes demostrou sensibilidade intermediaria e Salmonella spp., Escherichia coli e
Staphylococcus aureus foram sensiveis ao farmaco. Deste modo a Ciprofloxacina foi o
antibiotico escolhido para ser posto em comparagdo com a atividade antimicrobiana dos
extratos de propolis testados.

Souza et al., (2002) relataram em seus estudos, corroborando com este trabalho, que o
antibiotico Ciprofloxacina é eficaz contra a maioria das bactérias Gram negativas e Gram
positivas que causam infeccOes. Campos et al., (2006) também descreve em seus
experimentos que a ciprofloxacina demostrou-se o melhor antibi6tico utilizado contra E. coli,

dentre varios antimicrobianos testados.


http://en.wikipedia.org/wiki/Clinical_and_Laboratory_Standards_Institute
http://en.wikipedia.org/wiki/Clinical_and_Laboratory_Standards_Institute
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Os resultados das analises da atividade antimicrobiana dos extratos de propolis estdo
apresentados na tabela 2 e 3.
Tabela 2: Perfil de susceptibilidade de Enterobacter aerogenes, Salmonella spp., Escherichia

coli e Staphylococcus aureus frente ao extrato de propolis de Cupira nas diferentes

concentragoes.
Extrato de prépolis de Cupira
12hs 24hs

100mg/ 75mg/m  50mg/m C CP 100mg/ 75mg/mL 50mg/ CN CP

mL L L N mL mL
E. 9 * * * 28 7,33 * * * 26
aerogenes
E.coli 9,6 * * * 24,5 6,66 * * * 25,3
Salmonella 9 7 9 * 20 10,3 7,33 6,33 * 20
spp.
S. aureus 11,6 8,33 8,33 * 26 10,6 8 9,33 * 27

*Né&o houve formacéo de halo de inibig&o significativo (considerou-se apenas o diametro do

disco de papel, * = 6,0 mm).

Com 12 horas de incubacdo, observou-se que para a espécie Cupira houve formacao
de halo para as quatro cepas patogénicas testadas. Para Staphylococcus aureus e Salmonella
spp., a formacdo de halo se deu em todas as diluices do extrato da propolis de Cupira,
apresentando os maiores halos respectivamente de 11,6 e 10,3. Entretanto, as bactérias
Enterobacter aerogenes e E. coli apenas foram inibidas com a concentragdo de 100 mg/mL

como observado no gréfico 1.
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Efeito da prépolis de abelhas Cupira sobre micro-organismos com 12 horas de incubagéo
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Gréafico 1: Analogia do efeito do extrato da propolis de Cupira em diferentes concentracfes
frente as cepas bacterianas testadas ap6s 12 horas de incubagdo. *- maior resultado
encontrado no estudo referente ao antibiotico Ciprofloxacina. @- maior resultado encontrado

referente as concentragdes do extrato testados.

Apbs 24 horas de incubacdo, observou-se que a espécie Cupira, inibiu as cepas
patogénicas testadas. A Salmonella spp. e Staphylococcus aureus foram sensiveis, ou seja,
formaram halos de inibicdo, ao prépolis nas concentragbes de 100 mg/mL, 75 mg/mL e 50
mg/mL, semelhante a primeira leitura. As demais, Enterobacter aerogenes e Escherichia coli,

0 extrato formou halo superior apenas na concentragdo de 100 mg/mL (Gréfico 2).

Efeito da prépolis de abelhas Cupira sobre micro-organismos com 24 horas de incubacao
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Grafico 2: Comparacdo do efeito do extrato da propolis de Cupira em diferentes

concentracdes frente as cepas bacterianas testadas ap0s 24 horas de incubagdo. *- maior
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resultado encontrado no estudo referente ao antibiético Ciprofloxacina. @- maior resultado

encontrado referente as concentragdes do extrato testados.

Em relacdo ao extrato da prépolis da espécie Jati, com 12 horas de incubagdo, as
bactérias Salmonella spp., Enterobacter aerogenes e E. coli testadas ndo mostraram
formacéo de halo significativo, apenas S. aureus foi inibida na concentragdo de 100mg/mL

(Tabela 3; Gréfico 3).

Tabela 3: Perfil de susceptibilidade de Enterobacter aerogenes, Salmonella sp., Escherichia

coli e Staphylococcus aureus frente a extrato de prépolis Jati nas diferentes concentragdes.

Extrato de prépolis Jati

12hs 24hs

100mg 75mg/m 50mg/m C C 100mg/m  75mg/m  50mg/m C

/mL L L N P L L L N P
E. aerogenes  * * * * 25 7 * * * 22
E.coli * * * * 24 * * * * 27
Salmonella * * * * 12 11,33 * * * 19
spp.
S. aureus 10,33 * * * 28 11,33 * * * 27

*N&o houve formacdo de halo de inibicéo significativo (considerou-se apenas o diametro do

disco de papel, * = 6,0 mm).



28

Efeito da ceras de abelhas Jati sobre micro-organismos com 12 horas de incubagao
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Gréafico 3: Comparacgdo do efeito do extrato da prépolis de Jati nas diferentes concentracdes
sobre as quatro cepas patogénicas com 12 horas de incubagéo. *- maior resultado encontrado
no estudo referente ao antibidtico Ciprofloxacina. @- maior resultado encontrado referente as

concentragdes do extrato testados.

Ja com 24 horas de incubacdo, foi verificado resultados positivos para Salmonella
spp., S. aureus e E. aerogenes com formacdo de halo na concentracdo de 100mg/mL com
média de 11,3 mm para as duas primeiras e 7 mm. para a E. aerogenes. A E. coli néo

demostrou nenhuma inibig&o significativa (Gréfico 4).
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Gréafico 4. Comparagéo do efeito do extrato da propolis de Jati nas diferentes concentragdes
sobre as quatro cepas patogénicas com 24 horas de incubacgdo. *- maior resultado encontrado
no estudo referente ao antibiotico Ciprofloxacina. @- maior resultado encontrado referente as

concentragdes do extrato testados.
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Pinto et al., (2001) diz que bactérias Gram negativas sdo mais resistentes a acdo da
propolis deixando-a pouco eficaz ou incapaz de inibir o crescimento das bactérias Gram
negativas quando comparadas com as Gram positivas, isto acontece devido as diferencas na
constituicdo quimica e contetdo lipidico encontrado nas paredes celulares dos dois grupos de
bactérias. Fato observado neste experimento, onde das quatro cepas trés eram Gram negativas
e destas apenas uma foi sensivel, o que corrobora com Pinto et al., (2001), uma vez que
apenas Salmonella spp., bactéria Gram negativa, mostrou-se sensivel a acdo dos extratos
sendo inibida em todas as concentracfes do extrato da propolis de Cupira em ambas as horas
de medicdo do halo de inibicdo. J& 0 extrato de Jati apenas foi capaz de inibir a bactéria na
concentragdo de 100mg/mL com 24 horas de incubacdo. Para Staphylococcus aureus,
caracterizado como cocos Gram positivos, foi observado inibicdo do crescimento da bactéria
pela propolis de Jati na concentracdo de 100mg/mL, tanto com 12 quanto com 24 horas, € a
propolis de Cupira conseguiu inibi-la em todas as concentra¢cdes com 12 horas de incubag&o e
persistindo 0 mesmo resultado ap6s 24 horas.

Fianco et al., (2013), observaram em seus estudos, a comparacdo da atividade
antimicrobiana de extratos da prépolis das espécies Jatai (Tetragonisca angustula) e
Scaptotrigona, frente a S. aureus e E. coli , que a propolis de Scaptotrigona conseguiu inibir
as bactérias, porém, a de Jatai ndo foi capaz de inibir o crescimento de nenhuma das espécies
bacteriana testadas. J& Farnesi (2007) ndo encontrou resultados de inibicdo quando testou as
prépolis das espécies de Jatai e Scaptotrigona frente as mesmas cepas utilizadas por Fianco et
al., (2013) que atribui as contradicdes dos resultados encontrados as diferencas na
constitui¢do quimica da prépolis, uma vez gque as condicdes climaticas, sazonais e geograficos

podem exercer influéncia nas plantas que sdo fontes dessas substancias.

No presente estudo, o extrato da propolis de Jati ndo demostrou nenhuma inibicao
frente a cepa de E. coli, porém, inibiu as cepas de S. aureus, Salmonella spp. e E. Aerogenes.

No entanto, a Cupira apresentou resultados positivos frente as mesmas bactérias.

Orsi et al., (2005) comparou em seus estudos extratos alcodlicos de propolis de duas
regibes brasileiras diferentes frente a isolados de Salmonella spp. onde foi verificado apos 24
horas de incubacdo que o extrato de Mossor6-RN demostrou melhor acdo do que a de
Urubici- SC. Concluindo que a atividade desempenhada pela propolis depende da regido

geografica que ela foi coletada.
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Castro et al., (2007) atribuiu a variagdo da atividade antimicrobiana dos extratos de
propolis a diversidade vegetal em que as abelhas coletam seu material para produgdo de
prépolis, bem como a estacdo climatica em que 0s compostos em questdo estdo sendo
produzidos e coletados uma vez que a acdo da propolis em relacdo as bactérias estd

diretamente relacionada com os constituintes bioativos da propolis.

Comparando os resultados obtidos dos extratos de propolis com o melhor antibidtico
testado para as cepas bactérias, foi possivel observar, através da formacdo dos halos de
inibicdo, que os extratos ndo demostraram atividade antimicrobiana téo eficiente quanto o
antibiotico ciprofloxacina bem como todos os outros testados, todavia, Lustosa, (2008) relata
que a atividade sinérgica da propolis associada a diversos antibidticos, tem sido bastante
estudada nos ultimos anos inclusive contra cepas resistentes a benzilpenicilina, tetraciclina e
eritromicina, podendo, a propolis, ser uma alternativa terapéutica para a resisténcia

microbiana, porém dependente da sua composicao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos da propolis das espécies de abelhas sem ferrdo Jati e Cupira mostraram-se
capazes de inibir de forma significativa as bactérias avaliadas, porém quando comparadas
com o antibidtico ciprofloxacina demostraram halos de inibicdo contra as quatro cepas

testadas.

Assim, estudos mais aprofundados sdo necessarios para que novas metodologias
possam ser empregadas para favorecer a biodisponibilidade dos compostos bioativos da
propolis, bem como para que estes possam ser realmente comprovados cientificamente como
compostos com atividade antimicrobiana. Estes também podem ser estudados associados a
outras substancias, onde o sinergismo pode fazer com que sua atividade seja desempenhada

de forma mais eficiente.
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