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INTRODUCAO

Introduzidas no Brasil, em 1839 pelo padre Antonio Carneiro, as abelhas
europeias (Apis mellifera mellifera, Apis mellifera ligustica, Apis mellifera carnica, Apis
mellifera caucasica) disseminaram-se por toda a Federacdo. Sendo que, devido a sua
superioridade as abelhas europeias, posteriormente africanizadas, assumiram um
papel predominante sobre as demais espécies nativas (NOGUEIRA-NETO, 1997,
SOARES, 2012). Mas h& também mais de uma centena de espécies de abelhas
nativas, também conhecidas como abelhas indigenas, que ja existiam no Brasil antes
da introducéo da Apis mellifera, que também produzem mel e propolis. Essas abelhas
sdo polinizadoras naturais de inimeras plantas da flora brasileira que ajudam a manter
a biodiversidade.

Atualmente a procura por produtos naturais com aplicacao biolégica tornou-
se de grande interesse da comunidade cientifica, e ndo diferentemente, ocorreu com

os produtos produzidos pelas abelhas: mel, propolis, cera, pélen. O prépolis constitui-
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se de uma resina produzida pelas abelhas, oriunda da mistura de secrecdes
produzidas pelas abelhas e de diferentes partes de plantas, como brotos, botbes
florais e exsudados resinosos (GHISALBERTI, 1979).

A este produto apicola tem sido creditado inUmeras atividades bioldgicas,
podendo citar atividades antimicrobianas, anti-inflamatoria, anti-sépticas entre outras
que tem atraido a atencdo de pesquisadores (GHISALBERTI, 1979; BANKOVA et al.,
1995; MARCUCCI, 1995). Sua composicao quimica esta diretamente relacionada com
aflora daregido, época da colheita, técnica empregada para extracdo e com a espécie
da abelha (MARCUCCI, 1995). Varias sdo as classes de substancias isoladas,
identificadas e quantificadas na propolis, as quais citamos: flavonoides, flavonas
preniladas, benzopirano, benzofenona, éster do acido caféico, triterpendides entre
outros (CHEN et al., 2003; RUBIO et al., 1999; BANSKOTA et al., 2000). Dentre estes
destacam-se os flavondides e acidos fendlicos aos quais séo atribuidas grande parte
das atividades bioldgicas da propolis.

Embora as industrias farmacéuticas tenham produzido uma variedade de
antibidticos, cada vez mais tem sido observado um aumento da resisténcia das
bactérias a essas drogas usadas para fins terapéuticos. Em geral, bactérias tém a
habilidade genética de adquirir e transmitir resisténcia as drogas utilizadas como
agentes terapéuticos. O problema dos microrganismos resistentes esta crescendo
e a perspectiva para o uso de antibioticos é indefinida (COUTINHO et al., 2004).
Sendo assim, pesquisas voltadas para o estudo e avaliacdo de produtos naturais com
potencial terapéuticos e principalmente com atividade antibidtica devem ser
estimuladas no intuito de criar novas perspectivas de tratamentos contra esses
patogenos. De forma que propomos no presente estudo a avaliacdo da concentracao
inibitéria minima da propolis das espécies de abelhas nativas: T. angustula e M.
quadrifasciata, contra bactérias das espeécies E. coli e S. Aureus; 0 que se torna
importante no momento que poucos estudos tem sido realizados sobre as

propriedades do propolis destas abelhas.
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PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratorio de Quimica do Instituto Federal
Catarinense campus Videira, no periodo de julho de 214 a julho de 2015. Para o
experimento foram utilizados os propolis produzidos por 2 espécies de abelhas nativas
sendo elas: Tetragonisca angustula (Jatai), Melipona quadrifasciata quadrifasciata

(Mandacaia).

Coleta das amostras e obtencéo do extrato

O propolis foi coletado no meliponario de propriedade do Sr. Luiz Celso
Stefaniak, localizada no interior de Rio das Antas - SC (latitude 26°51'13,8" Sul,
longitude 51°05'40,4" Oeste). As coletas foram realizadas na primavera de 2014,
sendo realizadas através de raspagem mecanica das caixas.

A obtencdo do extrato etandlico do prépolis (EEP) foi conforme descrito por
PARK et al.(1998), onde o prépolis apds colhido foi triturado com uso de pistilo e gral,
e apos triturado, 2 g de propolis foram adicionado a 25 mL de solucédo hidroalcodlica

(80%), sendo a extracdo realizada a 70 °C por 30 minutos , com agitacdo constante.

Determinacdo da concentracéo inibitéria minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada através do método de
microdiluicdo em caldo, conforme descrito pela Clinicla and Laboratory Standards
Institute - CLSI M07-A09 (2012) com pequenas modificagbes. As cepas bacterianas
de S. aureus (ATCC25923), E. coli (ATCC25922) foram cultivadas em meio de cultura
Brain Heart Infusiun (BHI) em microplacas contendo 96 pocos. O inécuo bacteriano
foi ajustado a partir da escala 0.5 MacFarland (1 x 108 CFU/mL) para obter
concentracéo final no poco de 5 x 10° CFU/mL. A concentracéo final do extrato variou
entre 16- 0,25 mg/mL. A in6cuo bacteriano deixado em crescimento por 24 h a 37 °C,
guando entdo foi adicionado 40 puL de Resazurina 0,01% (indicador de crescimento)

e ap6s 30 minutos realizou-se a leitura visual. O desenvolvimento de cor roxa indica
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gue nado houve crescimento bacteriano (negativo), enquanto que a cor purpura indica

crescimento (positivo).

Quadro 1 — Esquema da microdiluicdo em caldo

Primeira etapa: Fora/esgoto
Adicionar o meio puro (para diluigao seriada)
Adicionar o Meio + EEP (Tzero) Cont Neg Cont Pos
11 12
A 100 Meio 100 Meio 100 Meio 100 Meio 200 Meio 100 Meio
8 mg/mL 4 mg/mL 2 mg/ML 1 mg/mL
Segunda etapa:
Adicionar 100 yL. do Thact (menos no Cont. Neg.) Cont Neg Cont Pos
A |/ 100 Thact 100 Tbact 100 Tbact 100 Tbact 100 Tbact
4 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL 0,5 mg/mL
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Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através da aplicagdo do teste t, utilizando
para isso o programa Graph Pad Prism versao 4.0.

RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com as andlises realizadas, observamos que o EEP apresentou
atividade antimicrobiana para ambas as cepas bacterianas testadas: S. aureus
(ATCC25923), E. coli (ATCC25922), sendo que a menor CIM, ou seja, maior atividade
antibacteriana foi contra a bactéria gram positiva, 0 que encontra-se de acordo com a
literatura (SILVA et al.,, 2012; Da CUNHA et al., 2013; CHOUDHARI et al., 2012;
FERNANDES Jr. et al., 2001; MARCUCCI et al., 2001).

Tabela 1. Suceptibilidade da M. quadrifasciata quadrifasciata e T. angustula ao EEP

Cepa Bacteriana M. quadrifasciata quadrifasfiata T.angustula
S. aureus ATCC 25923 1.26 mg/ml 6.13 mg/ml
E. coli ATCC 25922 7.72 mg/ml 9.73 mg/ml

O EEP da M. quadrifasciata quadrifasciata apresentou uma melhor
atividade antibacteriana que a T. angustula para ambas as bactérias. A CIM do EEP
da M. quadrifasciata quadrifasciata foi de 1,26 e 7,72 mg/mL, contra S. aureus e E.
coli, respectivamente (Fig. 2).
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Figura 2 - Determinacao da CIM do EEP para S. aureus
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O EEP da T. angustula apresentou maior CIM, 6,13 mg/mL para S. aureus

e 9,73 mg/mL para E. coli. (fig. 3)

Figura 3 — Determinacéo da CIM do EEP para E. coli
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Os valores para CIM encontrados neste trabalho com abelhas nativas sem
ferrdo (meliponineos) sdo maiores quando comparados aos valores publicados para
abelhas da espécie Apis melifera, o que encontra-se de acordo com o descrito por
Levy Jr. (1997) e Fernandes Jr. (2001). O que pode ser atribuido a diferenca na
composicdo quimica da propolis entre as espécies produtoras, uma vez que existe
uma preferéncia das espécies de abelhas por determinadas espécies florais, sendo
gue a especificidade da flora determina a composicdo da propolis (BANKOVA et al.
2014).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos avancos na terapia, ainda vivemos em uma era onde 0s
incidentes de infecgBes resistentes a antibidticos estdo assustadoramente em
ascensdo. O fator mais importante que influencia o surgimento e disseminacéo da
resisténcia aos antibioticos é a excessiva exposicao bacteriana aos antibidticos. Onde
surge a necessidade de pesquisar produtos de origem natural com atividade
antibacteriana. O EEP de M. quadrifasciata quadrifasciata, demonstrou boa atividade
antibacteriana para S. aureus, podendo ser usado como coadjuvante ao tratamento

usual clinico convencional.
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