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RESUMO

As abelhas sem ferrdo ou meliponineos compde o grupo mais diversificado de abelhas sociais
e estdo distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo. A utilizacdo dos diversos
produtos da meliponicultura é milenar entre os povos das Américas. Alguns estudos destacam
a atividade anti-inflamatéria e antioxidante do mel e da geoproépolis, atribuidas aos diversos
compostos polifendlicos que os compdem. Nas ultimas décadas, devido ao aparecimento de
patégenos resistentes a antibidticos e a incidéncia de efeitos colaterais ocasionados por
medicamentos, estudiosos t€ém investigado as propriedades antimicrobianas de diferentes
produtos naturais, a exemplo do mel e geoprdpolis. Este estudo teve como objetivo avaliar in
vitro a atividade antimicrobiana do mel de abelha Jati (Plebeia aff. Flavocincta), em bioensaios
para o controle de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. O método utilizado foi o teste
de difusdo em 4gar, também chamado de difusdo em placas. Os resultados desta pesquisa
demonstraram que o extrato de geoprdpolis formou halo de inibi¢do contra Escherichia coli,
bem como contra Pseudomonas aeruginosa, tendo atividade bacteriostatica, mesmo apods 8 dias
de observacdo. O extrato do mel, ndo apresentou atividade antibacteriana em nenhuma das
cepas deste estudo, ndo apresentando nenhum halo de inibi¢do, ocorrendo assim, crescimento
bacteriano.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo. Atividade antimicrobiana. Geopropolis. Mel.
Meliponicultura.



ABSTRACT

The stingless bees or meliponines make up the most diverse group of social bees, distributed in
tropical and subtropical regions of the world. The use of the various products of meliponicultura
is millenarian among the peoples of the Americas. Some studies highlight the anti-inflammatory
and antioxidant activity of honey and geopropolis, attributed to the various polyphenolic
compounds that make them up. In the last decades, due to the appearance of antibiotic-resistant
pathogens and the incidence of side effects caused by drugs, researchers have investigated the
antimicrobial properties of different natural products, such as honey and geopropolis. This study
aimed to evaluate in vitro the antimicrobial activity of the honeybee Jati (Plebeia aff.
Flavocincta) in bioassays for the control of Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. The
method used was the agar diffusion test, also called plate diffusion. The results of this research
demonstrated that the geopropolis extract formed inhibition halo against Escherichia coli, as
well as against Pseudomonas aeruginosa, having bacteriostatic activity, even after 8 days of
observation. Honey extract did not present antibacterial activity in any of the strains of this
study, showing no inhibition halo, thus occurring bacterial growth.

Keywords: Stingless bees. Antimicrobial activity. Geopropolis. Honey. Meliponicultura.
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1 INTRODUCAO

As abelhas podem ser reunidas na superfamilia Apoidea, a qual € constituida por varias
familias. As abelhas com caracteristicas mais sociais estdo reunidas na familia Apidae, a qual
¢ subdividida em quatro subfamilias: Apineos, Meliponineos, Bombineos e Euglossineos
(NOGUEIRA-NETO, 1997). No Brasil, além da espécie Apis mellifera, abelhas que foram
introduzidas pelos Europeus, existem as abelhas da tribo Meliponini, conhecidas como abelhas-
indigenas-sem-ferrdao (GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005).

As abelhas sem ferrdo, ou meliponineos, compdem o grupo mais diversificado de
abelhas sociais e estdo distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo. O Brasil
contém a maior diversidade de meliponineos do planeta, e € na Amazonia que essa diversidade
alcanca a sua plenitude, podendo ser encontrados em outras regides, como a regido Nordeste.
(VENTURIERI, 2012).

A utilizac¢do dos diversos produtos da meliponicultura é milenar entre os povos das
Américas. Desses, o mel € considerado o mais importante e conhecido, principalmente pelo seu
uso como alimento, desde a antiguidade, assim como pelo seu valor nutricional e medicinal
(SILVA et al., 2006). A sua agdo bioldgica inibe vdrias espécies de micro-organismos,
incluindo-se alguns fungos, bactérias e virus, como exemplo, espécies filamentosas de fungos
como Aspergillus e Penicilium, além de algumas bactérias aerdbicas e anaerdbicas, Gram-
positivas e Gram-negativas (MOLAN, 1992 apud HENRIQUES, 2004).

Além do mel, as Meliponas fornecem o pdlen, cerume e a geopropolis, que consiste
em um material resultante da composi¢ao de barro, cera e resinas que essas abelhas utilizam
para a construcdo de seus ninhos, para se protegerem de seus inimigos. Alguns estudos
destacam ainda a atividade anti-inflamatdria e antioxidante do mel e da geopropolis, atribuidas
aos diversos compostos polifendlicos que os compdem (MATOS et al., 2013).

Nas ultimas décadas, devido ao aparecimento de patdgenos resistentes a antibidticos e
aincidéncia de efeitos colaterais ocasionados por medicamentos, estudiosos tém investigado as
propriedades antimicrobianas de diferentes produtos naturais, a exemplo do mel.

Acredita-se que tal produto possua propriedades curativas especificas, sendo
empregados para a cura de um amplo espectro de doencas, dentre as quais, micoses —doencgas
infecciosas causadas por fungos, assim como em doengas bacterianas (BROWN; BANUCHJ;

SELESNICK, 2013).
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Sabendo-se que muitos microrganismos apresentam resisténcia aos antibidticos e
antifiingicos comerciais e que estes medicamentos possuem reacdes adversas conhecidas na
literatura, percebe-se nos produtos de origem natural, como o mel de abelha, uma solug¢do

importante a ser estudada como futura opg¢ao terapéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana do mel da abelha Jati (Plebeia aff.

Flavocincta), em bioensaios para o controle de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Obter os extratos do mel e da geoprépolis da abelha Plebeia aff. Flavocincta;

v" Avaliar por antibiograma o potencial antimicrobiano do extrato do mel e da geoprépolis
da abelha Plebeia aff. flavocincta em testes de bioensaios contra as cepas de Pseudomonas
aeruginosa (ATCC) e Escherichia coli (ATCC);

v" Propor alternativas de uso e aplica¢do do mel e da geoprdpolis contra as atividades dos
agentes microbianos Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli como alternativas a

antibioticoterapia.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 AS ABELHAS: HISTORICO E IMPORTANCIA

Os insetos estdo entre os mais diversos e bem-sucedidos animais do planeta Terra,
ocorrendo em praticamente todos os tipos de ambientes, tendo sido catalogadas cerca de um
milhdo de espécies de insetos, o que corresponde a quase % de todas as espécies animais
conhecidos (GRIMALDI; ENGEL,2005).

Dentre os insetos da Ordem Hymenoptera, podemos destacar as abelhas como um dos
grupos mais diversos, com registro de cerca de 20.000 espécies ja descritas, porém com
estimativa de que, pelo menos, 3.000 delas ocorram no Brasil (SILVEIRA er al., 2002,
MICHENER, 2007). As abelhas podem ser reunidas na superfamilia Apoidea, a qual €
constituida por varias familias. As abelhas com caracteristicas mais sociais estdo reunidas na
familia Apidae, a qual € subdividida em quatro subfamilias: Apineos, Meliponineos,
Bombineos e Euglossineos (NOGUEIRA-NETO, 1997).

No Brasil, além da espécie Apis mellifera, abelhas que foram introduzidas pelos
europeus e sao atualmente as maiores produtoras de mel do pais, existem as abelhas da tribo
Meliponini, conhecidas como abelhas-indigenas-sem-ferrao (GONCALVES; ALVES FILHO;
MENEZES, 2005). As abelhas nativas mais conhecidas sdo 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
geopropolis (NOGUEIRA-NETO, 1997).

A tribo das abelhas que inclui os meliponineos (Meliponini) é composta por 59 grupos
de abelhas atuais (nfo incluindo as espécies fosseis), os quais, a depender da classificacdao
adotada, sdo reconhecidos como géneros, subgéneros (OLIVEIRA et al., 2013). Seu tamanho
varia desde aproximadamente 2 mm em Leurotrigona pusilla (MOURE et al., 1988) a até 15
mm em Melipona, como por exemplo M. fuliginosa Lepeletier, 1836. Embora sua distribui¢ao
geografica seja basicamente pantropical, a maior diversidade de formas ocorre nos trépicos das
regides Neotropicais (com 32 géneros exclusivos) e Indo-Malaia, com alguns tdxons restritos
as regides subtropicais do hemisfério sul (CAMARGO, 1989; CAMARGO; PEDRO, 2008).

Morfologicamente, os meliponineos podem ser facilmente distinguidos dentre as outras
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abelhas pela reducdo da venacdo alar, a reducdo do ferrdo (apenas vestigial), a auséncia de
espordo nas tibias posteriores e a presenca do lobo jugal nas asas posteriores Logo, é importante
lembrar também que as abelhas do grupo dos meliponineos fazem parte do grupo das abelhas
corbiculadas (Familia Apidae), e que exibem comportamento verdadeiramente social,
possuindo colonias perenes e apresentando divisdo de castas/trabalho, sendo os habitantes dos
ninhos representados por vdrias geracdes de operdrias (sobreposicdo de geragdes), alguns
machos, rainhas virgens e, geralmente, apenas uma rainha fisiogéstrica (rainha fecundada e com
abdome dilatado (OLIVEIRA et al., 2013).

De acordo com Camargo e Pedro (2007 apud Vilas Boas, 2010, p. 12), a diversidade de
Meliponini na regido neotropical envolve 33 géneros, compreendendo um extinto (Proplebeia)
e 391 espécies. Porém, existem muitas espécies ainda nao descritas. Uma operaria € facilmente
reconhecida pela presenca da corbicula, localizada no terceiro par de pernas, a qual € utilizada
para o transporte do pélen, resina e outros materiais de construg¢do coletados nas flores, outras
partes das plantas ou diferentes materiais como barro. A corbicula é formada por uma depressao
na tibia cercada por cerdas especiais (e as vezes pelos plumosos), que no conjunto ajudam a
segurar o polen e outros materiais durante seu transporte (OLIVEIRA et al., 2013).

Elas sdo responsdveis por todas as atividades de manutencdo da coldnia, tais como:
cuidado com as crias, coleta e processamento do alimento, cuidado com a prépria higiene para
evitar doencas, construcdo dos favos de cria, potes de armazenamento, invélucro, limpeza do
ninho, defesa da colonia e da rainha, dentre outras atividades. As tarefas desenvolvidas pelas
operdrias variam de acordo com a idade e as necessidades da propria coldnia, sendo que em
média estes individuos vivem de 30 a 40 dias. Em algumas espécies de Meliponini, as operarias
podem realizar postura de ovos, seja na presenca ou na auséncia de rainha fisiogdstrica, e, como
esses ovos sao haploides, somente ddo origem aos zangdes (um fendmeno biolégico conhecido
como partenogénese). Esses ovos postos pelas operarias podem servir de alimento para a rainha,
e, por isso, sao chamados de “ovos troficos” (OLIVEIRA et al., 2013).

Machos (Zangoes): Os machos ou zangdes sdo facilmente reconhecidos por
apresentarem a cabeca mais arredondada do que a das operdrias e mais estreita inferiormente,
por ndo possuirem corbicula, por apresentarem o escapo mais curto e largo e as mandibulas
menores (que nas operdrias e rainhas), sendo que o abdéomen difere por apresentar um segmento
visivel a mais (n=7) a coOpula, podendo apresentar desenhos amarelos na cabeca mais
destacados, diferentemente das operdrias e da rainha. Geralmente, os zangdes ndo coletam

néctar nas flores (OLIVEIRA et al., 2013).
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Rainhas: Na grande maioria das espécies de abelhas existe apenas uma rainha
fisiogdstrica por colonia, sendo poucos os casos de ocorréncia natural de poliginia. As rainhas
da maioria das espécies de meliponineos nascem em células reais, que sao células de cria
maiores, geralmente construidas nas periferias dos favos, ou nascem de casulos reais (pela
juncdo de duas células de cria normais); essas rainhas que eclodem de células reais sdo bem
maiores que as operdrias (OLIVEIRA et al., 2013).

Villas-Boas (2010) ainda relata que as abelhas possuem ampla importancia econdmica,
pois, além dos produtos que fornecem, como mel, prépolis, pdlen, cera, geleia real, entre outros,

elas sdo responsaveis diretas ou indiretas por cerca de um terco da alimenta¢do humana.

3.2 MEL E GEOPROPOLIS DE ABELHAS SEM FERRAO: COMPOSICAO E EFEITOS
MEDICINAIS

A utilizagdo dos diversos produtos da meliponicultura é milenar entre os povos das
Américas. O Brasil contém a maior diversidade de meliponineos do planeta, e € na Amazodnia
que essa diversidade alcanca a sua plenitude, podendo ser encontrados em outras regides do
Brasil como a regido Nordeste. (VENTURIERI, 2008).

O mel € produzido a partir do néctar e outras exsudacdes naturais das plantas que sao
coletadas, processadas e armazenadas pelas abelhas. O néctar € processado com o uso de
enzimas digestivas desses insetos, transformando em mel, sendo armazenado em potes para
servir-lhes de alimento. O mel de meliponineos apresenta elevado valor medicinal, teor de 4gua
maior do que o mel produzido pelo género Apis (abelhas com ferrdo) e € propicio a fermentagao,
assim, deve ser consumido rapidamente. O aroma e o sabor desses méis possuem caracteristicas
unicas, dependendo da florada e da espécie de abelha que os produziu (OLIVEIRA et al., 2013).

Embora a produgdo de mel das abelhas sem ferrdao seja inferior a da abelha italiana, os
meliponineos possuem vantagens muito importantes em relacdo as outras espécies,
especialmente pelo fato de elas estarem muito mais adaptadas a polinizacao das arvores de
nossa floresta e a nossa cultura e realidade. O mel das abelhas indigenas obtém melhor preco
no mercado, por se tratar de um produto especial, organico e raro (VENTURIERI, 2008).

Além do mel, as Meliponas fornecem o pdlen, cerume e a geoprépolis, que € um material
resultante da composi¢ao de barro, cera e resinas que essas abelhas utilizam para a constru¢ao
de seus ninhos, para se protegerem de seus inimigos. Alguns estudos destacam a atividade anti-

inflamatoria e antioxidante do mel e da geopropolis. Os efeitos terapéuticos da geopropolis e
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do mel dessas abelhas t€ém sido atribuidos aos diversos compostos polifendlicos que a
compdem. Entre eles, os flavonoides e dcidos fendlicos podem ser considerados os principais
compostos. O mel e a geoprdpolis tem sido utilizada também no tratamento de doencas
pulmonares, como gripes, resfriados e no tratamento de algumas doengas microbianas,

queimaduras e feridas (OLIVEIRA et al., 2013).

3.3 A ABELHA JATI (Plebeia aff. Flavocincta)

A classificacdo da Plebeia aff. Flavocincta de forma taxondmica no Reino Animalia,
filo Arthopoda, classe Insecta, ordem Hymenoptera, superfamilia Apoidea, familia Apidae, e
género Plebeia apresenta 39 espécies diferentes (INTEGRATED TAXONOMIC
INFORMATION SYSTEM, 2011).

As Plebeia aff flovocincta, sdo as abelhas nativas sem ferrdo adaptadas a condi¢do
semidrida nordestina. Costa et al. (2013), em um estudo sobre a origem floral dos recursos
coletados por Melipona subnitida e Plebeia aff. Flavocincta (apinae, meliponini) em ambiente
da caatinga no Rio Grande do Norte, revelou que a flora visitada pela Meliponas, foi
representada por 28 tipos polinicos e 10 familias botanicas. Os tipos polinicos identificados
foram; Chamaecrista sp, Mimosa arenosa, Anandantera colubrina, Pityrocarpa moniliformes,
Senna obtusifolia, Citrulus sp, Psidium guajava, Mimosa sp, Eucalipitus ssp, Mimosa
tenuiflora, Mimosa quadrivalvis, Senna sp, Croton sp, Indet spl, Senna macranthera, Senna
spl, Spermacose verticilata, Croton sp2, Indet sp2, Leucaena, Leucocephala, Alternanthera
tenella, Anacardium sp, Aracaceae, Asteraceae, Poincianela bracteosa, Chamissoa sp,

Passiflora sp e Turnera melochioides.

3.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA COMO UM PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA

A resisténcia antimicrobiana tornou-se o principal problema de satde ptiblica no mundo,
afetando todos os paises, desenvolvidos ou ndo (NEUSA, 2004). Constitui uma consequéncia
do uso indiscriminado de antibidticos em humanos e animais. Tal pratica aumenta o risco de
selecionar organismos resistentes, muitos dos quais ndo serdo mais controlados, se causarem
futuras infec¢des. E o caso da Pseudomonas aeruginosa, bactérias-antibiGtico-resistentes, que
tém aumentado dramaticamente, ao passo que outras consideradas no passado inofensivas,

como as bactérias que compdem a nossa flora normal (exemplo: Staphylococcus epidermidis),
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tém sido agora causa de infec¢Oes hospitalares nestes recentes anos (NEUSA, 2004).

O impacto das bactérias-resistentes, € o uso indiscriminado de antibiticos no meio
hospitalar € um problema mundial que vem preocupando o meio cientifico. Dessa forma, torna-
se importante por parte dos profissionais e da populagdo o uso prudente de antibiticos como
medida para minimizar o surgimento de bactérias antibiético-resistentes no ambiente hospitalar.
Além disso, o uso de produtos naturais para tratar as infec¢des, apresentam-se como uma
medida terapéutica alternativa e importantissima frente a tal realidade (BRAOIOS et al., 2009).

Apesar de sua relevancia, pouco se sabe a respeito dos efeitos antibacterianos e
antifiingicos do mel e do geoprépolis da abelha Plebeia aff. flavocincta. O objetivo proposto
foi observar em laboratério a atividade antibacteriana e antifiingica do mel de abelha Plebeia

aff. flavocincta frente aos microrganismos Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

3.5 CARACTERIZANDO OS MICROORGANISMOS DO ESTUDO

Escherichia Coli constitui um grupo de bactérias que habitam normalmente o intestino
humano e de alguns animais, no entanto, nem todas E. Coli sdo inofensivas. Certos tipos sdao
nocivos e causam gastroenterite com intensa diarreia com muco, ou infec¢do urindria. Existem
4 tipos de E. coli que causam infecgdes intestinais: E. coli enterotoxigénica, enteroinvasiva,
enteropatogénica e enterohemorragica. Os sintomas da infec¢do surgem, geralmente, de 5 a 7
horas apds a entrada dessa bactéria no sistema digestorio e sdo: diarreia forte, com muco ou
sangue, intensa dor epigastrica, vomito, febre baixa de até 38,5°C. Em alguns individuos, pode
levar a complica¢des mais graves, como um sibito comprometimento renal, podendo causar
uma lesdo renal permanente. A transmissdo dessa bactéria ocorre através da dgua ou alimentos
contaminados, ou através do contato com as fezes da pessoa contaminada, e por isso € de fécil
transmissdo especialmente entre as criangas em idade escolar (TRABULSI, 1999).

A presenca da E. Coli na urina causa infec¢do urindria, e passa do anus para a vagina,
devido a sua proximidade. Alguns exemplos de doencas que podem ser causadas pela
contaminagdo com a E. Coli sdo: Gastroenterite, quando afeta o intestino; Infec¢do urindria,
quando chega na uretra ou bexiga; Pielonefrite, quando afeta os rins depois de uma infeccao
urindria; Apendicite, quando afeta o apéndice do intestino; Meningite, quando chega no sistema
nervoso; Septicemia, quando se espalha pelo sangue em todo corpo (BRAOIOS et al., 2009).

O tratamento inclui ingestdo de bastante liquido e sais de reidratacdo oral, e em alguns

casos, aconselha-se o uso de antibidticos, prescritos pelo médico, como: Aminopenicilina,
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cefalosporinas, quinolonas, estreptomicina, 4cido nalidixico, ampicilina, cefalotina,
ciprofloxacina, gentamicina e levofloxacina. Cerca de 10% das pessoas infectadas desenvolvem
a Sindrome Hemolitico-Urémico e a Purpura Trombocitopénica Trombética, doengas que
causam insuficiéncia renal aguda e trombose. A preven¢do contra a contaminagdo com E. Coli
consiste em: Lavar as maos apds usar o banheiro, lavar as maos antes e depois de preparar as
refeicoes, lavar bem os alimentos ante de serem consumidos (TRABULSI, 1999).

O género Pseudomonas constitui a familia Pseudomonadaceae, seus membros
caracterizam-se como bacilos gram-negativos retos ou ligeiramente curvos, aerébios estritos, a
maioria das cepas apresenta motilidade através de um ou mais flagelos polares, utiliza glicose
e outros carboidratos oxidativamente e em geral sdo citocromo oxidase positivos (5,9). E um
agente patogénico oportunista que causa doencgas como: Infec¢gdes do Trato Urinério, Infecgdes
no Sistema Respiratorio, Infec¢des da Pele e dos Tecidos Moles, Infec¢cdoes Oftalmoldgicas,
Infeccoes Osseas e Articulares e outras infeccoes sist€émicas. (TRABULSI, 1999).

Uma caracteristica da espécie € a capacidade de produzir um pigmento azul-esverdeado
(piocianina), denominado de bacilo piocianico, encontrado em pacientes com queimaduras ou
fibrose cistica, estes pacientes sdo mais propensos a adquirir a infeccdo por Pseudomonas
aeruginosa devido ao estado imunodeprimidos (TRABULSI,1999).

As infecc¢Oes urindrias estdo associadas ao uso de cateteres ou sondas, em alguns
pacientes a bactéria provoca pneumonia mortal através do uso de respiradores contaminados.
Esta bactéria permanece como um dos mais prevalentes agentes das infec¢Oes hospitalares, pela
habilidade que possui de se desenvolver no préprio ambiente hospitalar, como no ar, em
reservatorios de dgua e outros fluidos, e em superficies inanimadas que cercam o paciente,
proporcionando focos de contato e de transmissdao (BRAOIOS et al., 2009).

Atualmente, essa bactéria é responsdvel por aproximadamente quinze por cento dos
casos (15%) de bacteremia causada por germes Gram-negativos, a mortalidade nestes casos
chega a ser de cinquenta por cento (50%), o diagndstico da infeccdo € feito pela cultura do
material proveniente do processo infeccioso. Esta espécie € naturalmente resistente a vérios
tipos de antibidticos devido a uma barreira de permeabilidade oferecida por sua membrana
exterior Lipopolissacarideo — L.PS. O Tratamento inclui os seguintes antibioticos: Penicilinas:
Piperacilina; Piperacilina + Tozabactam; Ticarcilina+ Clavulanato. -Cefalosporinas:
Ceftazidima e Cefepima. -Carbapenems: Imipenem + Cilastina e Meropenem. -
Monobactamico: Aztreonam -Aminoglicosideos: Gentamicina; Amicacina € Tobramicina. -

Quinolonas: Ciprofloxacino e Levofloxacino (TRABULSI, 1999).
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DA GEOPROPOLIS E DO MEL

Os produtos naturais testados foram o mel e geoprépolis da abelha Plebeia aff.
[flavocincta, coletados em um melipondrio no assentamento Quixaba no municipio de Mossor6-
RN e no assentamento Amazona no municipio da Serra do mel-RN, no periodo de abril e maio
de 2018. As amostras foram acondicionadas e encaminhadas para andlises primdrias no
laboratério de microbiologia da UFCG- campus de Cajazeiras-PB. Apds esta etapa, foram

produzidos os extratos alcolicos para utilizagdo nos bioensaios.

4.2 PREPARACAO E OBTENCAO DOS EXTRATOS

A preparacdo dos extratos seguiu as seguintes etapas: foi pesado em balanca analitica
10.1943 g da propolis e adicionadas 81mL de dlcool 70°GL, na propor¢ao de 1:8 (amostra:
solvente) em seguida foi feito agitacio em sheik por 4 horas, e 40 minutos no banho
ultrassonico, decorrido esse tempo foi feito a filtracio em bomba de vacuo e papel filtro 40 da
Whatman, apds esta etapa foi realizada a evaporacdo do solvente em banho maria a 65°C,
segundo a metodologia de Torres et al. (2002).

Para obtencdo do extrato do mel foi pesado em balanga analitica 51.084g do mel e
adicionadas 408mL de alcool 70°GL, na propor¢do de 1:8 (amostra: solvente) em seguida foi
feito agitacdo em sheik por 4 horas, e 40 minutos no banho ultrassonico, decorrido esse tempo
foi feito a filtracdo em bomba de vécuo e papel filtro 40 da Whatman, apds esta etapa foi
realizada a evaporacdo do solvente em banho maria a 65°C, segundo metodologia de Torres et

al. (2002). Deve-se conservar as amostras sobre refrigeracao e protecao da luz.

4.3 MATERIAIS

Os materiais utilizados na pesquisa para a coleta foram: seringas de 10mL com agulha
30 x10 mm e isopor para o transporte do mel coletado in natura. No laboratério foram utilizadas
pipeta de 100 pL, dgua destilada, suporte para tubos de ensaio, tubo de ensaio, suabs, placas de
petri de 9mm, antibidticos, alga bacterioldgica descartavel, pipeta de microtitulacio, bico de

Bunsen, além de equipamentos como estufa, autoclave.
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4.4 CULTIVO E MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS EM LABORATORIO

Este trabalho foi realizado por meio de observacdo direta, experimental e de
laboratério, analisando o mel e geoprépolis de Plebeia aff. flavocincta e sua atividade
antibacteriana “in vitro”, frente a dois microrganismos: Escherichia Coli e Pseudomonas
Aeruginosa.

O método utilizado foi o teste de difusdo em dgar, também chamado de difusdo em
placas, € um método fisico, no qual um microrganismo € desafiado contra uma substincia
biologicamente ativa em meio de cultura solido e relaciona o tamanho da zona de inibicao de
crescimento do microrganismo desafiado com a concentracio da substincia ensaiada
(OSTROSKY, et al., 2008).

Para preparacdo do in6culo, primeiramente e as bactérias foram cultivadas em meio de
cultura Agar Mueller Hington, (AMH), que foi pesado e diluido de acordo com instru¢dao do
fabricante. Em seguida, o meio foi colocado em erlermaier e aquecido no bico de busen para
diluicdo. Entao, foi esterilizado em autoclave a 121° Celsius por 15 minutos. Dessa maneira, o
meio foi colocado em placas de petri e feito o repique das bactérias (E. coli e Pseudomonas
aeruginosa). As bactérias foram semeadas com alca de platina flambada (técnica de estriamento
e esgotamento) na superficie das placas e em seguidas incubadas em estufa por 24 horas a 37°
Celsius.

ApOs esse periodo, as colonias foram transferidas para tubos de ensaio estéreis com 3
ml de solucdo salina estéril (NaCl 0,85% p/v), e a suspensdo feita por suaves agitacdes e
raspagens com auxilio de uma al¢a de platina em “L”. Apds agitagdo, a turbidez das suspensdes
foi comparada e ajustada aquela apresentada pela solucdao de sulfato de bario do tubo 0,5 da
escala McFarland, a qual corresponde a um indculo de aproximadamente 106 unidades
formadoras de colonias/mL (UFC/mL). Apoés a turbidez, as bactérias foram transferidas para
placas de petri de 9mm, contendo meio AMH com o auxilio de um suab, sendo feita a técnica

de estriamento nas placas.
4.5 ANTIBIOGRAMA E BIOENSAIOS in vito
Apo6s essa etapa, foram colocados 5 microlitros de extrato de mel e de prépolis,

respectivamente, para cada tipo de bactéria, com o auxilio de uma pipeta de microtitulacao,

realizando a técnica de gotejamento direto.
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Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C e examinadas diariamente para a
contagem das colOnias, bem como para avalia¢do da atividade antimicrobiana.

Um controle positivo de microrganismo foi realizado colocando-se antibidticos nas
placas para avaliar a inibi¢do das bactérias. Os antibidticos usados foram: ciprofloxacino,
meropenen, gentamicina e tobramicina, todos utilizados de acordo com protocolo internacional
de antibidticos. Também foi realizado um controle negativo, utilizando placas semeadas apenas
com bactérias. Todo o procedimento foi feito paralelamente, seguindo a mesma metodologia
para o extrato do mel e para o geoprdpolis em triplicata.

A atividade antimicrobiana foi determinada pela andlise visual da inibi¢do do

crescimento em cada placa, comparando com o controle (ausente de drogas e com antibi6tico).



21

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa demonstraram que o extrato do geoprépolis formou alo de
inibicdo contra Escherichia coli, bem como contra Pseudomonas aeruginosa, tendo atividade
bacteriostéatica, mesmo ap0s 8 dias de observagdo. O extrato do mel, ndo apresentou atividade
antibacteriana em nenhuma das cepas deste estudo, ndo apresentando nenhum alo de inibig¢do,

ocorrendo assim, crescimento bacteriano.

Estes dados, corroboram com os de Silva, J.B. et al (2016), em seu estudo que objetivou
avaliar a composicdo quimica e potencial terapéutico do extrato hidroalcéolico de geopropolis
produzidas por abelhas Plebeia aff. Flavocincta no semiarido do Rio Grande do Norte. Os
extratos foram considerados eficazes no que se refere a atividade antibacteriana, pois, das oito
amostras, cinco promoveram a formagdo de halos de inibi¢do >9mm para todas as cepas
testadas. Duas amostras (D e G) se destacaram em relacao as demais por apresentar excelentes
resultados, uma vez que, promoveram a formacdo de halos de inibi¢do para as bactérias

Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli, superiores estatisticamente aos valores dos



22

antibidticos controles, quando na concentragdo de 100%. As amostras A e G promoveram,
respectivamente, a formacao de halos de inibicao, que ndo diferiram significativamente dos
halos produzidos pelos antibiéticos controles em todas as concentragdes testadas para E. coli e
Staphylococcus aureus.

A andlise do processo de cicatrizagdo sob os pontos de vista clinico, macroscépico e
histolégico permitiu concluir, que o uso do creme a base de geoprdpolis apresentou influéncia
positiva na cicatrizagao de feridas cutaneas experimentais, por promover reagao inflamatéria
menos intensa e fechamento mais rdpido das feridas em relacdo ao grupo controle.

Packer e Luz (2016) demostraram em seu estudo sobre método para avaliagcdo e pesquisa
da atividade antimicrobiana de produtos de origem natural que a prépolis apresenta eficiente
atividade contra as bactérias Gram-positivas como E. coli. A Geoprépolis € uma mistura de
material resinoso, coletado das plantas, com cera e argila. E armazenado em grandes
quantidades dentro das colmeias e tem a funcdo semelhante a prépolis da A. melifera
(CABRAL, 2014).

Alguns estudos t€ém mostrado a atividade antimicrobiana, antiproliferativa, anti-
inflamatoria, 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), verificaram em um estudo realizado com geoprépolis de
Melipona compressipes fasciculata, atividade antimicrobiana sobre Candida albicans e
Streptococcus mutans, sendo que neste ultimo, ele inibe a formacao de biofilme. Além disso, a
aplicacdo de gel a base de geoprdpolis em ratos causou a aumento das citocinas, exibindo efeitos
anti-inflamatdrios.

J4& Cunha et al. (2013), comprovaram em seu estudo que EEGP inibiram
significativamente o crescimento de cepas de Staphyloccus aureus e Streptococcus mutans €
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 concentracdes. As andlises 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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Figura 4. Pseudomonas aeruginosa/Extrato prépolis

Cabral, (2014) em seu estudo sobre a avaliacdo antimicrobiana do mel e extrato
hidroetandlico de geopropolis (EEGP) da abelha urugu-nordestina (Melipona scutellaris
Latreille, 1811) contra as cepas padroes de Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Candida albicans e em cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), observou
que S. aureus foi a cepa mais sensivel com halos de inibi¢do 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 exce¢do de E. coli,
nos testes de difusdo em meio dgar 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 dilui¢do 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 geoprépolis t€m

potencial para uso terap€utico no controle e combate de infeccdes microbianas.
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Cunha et al. (2013), sugerem que o geoprdpolis apresenta como composto principal
benzofenonas poliprenilados, em vez de flavonoides como em outros tipos de propolis. Souza
et al. (2013) destacam os fenilpropanoides e flavonoides como principais grupos presentes no
extrato de geoprdpolis de Melipona subnitida, além de demonstrar a atividade antioxidante do
extrato.

De acordo com Franchin et al. (2012), o extrato etandlico de geoprépolis (EEGP) e sua
fracdo aquosa apresentaram atividade no mecanismo da hipernocicepg¢ao inflamatéria, onde o
efeito foi mediado pela inibi¢ao de IL-1PB e TNF- a. A composi¢ao quimica de EEGP e sua
fracdo aquosa mostraram uma significante presenca de compostos fendlicos e auséncia de

flavonoides.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que o geoprdpolis da abelha Jati para a regido constitui
uma inovagao a pesquisa na area da saide da populagdo, principalmente de doengas comuns
causadas por bactérias e fungos, como os agentes que foram empregados nesse estudo.

Vislumbra-se, posteriormente, aprofundar os estudos com os extratos do mel e a
geopropolis obtidos nas concentracdes testadas e que estes apresentem-se como uma alternativa
terapéutica no tratamento de patologias humanas, sendo também objeto de solicitacio de

registro de Patente junto aos 6rgaos federais de agricultura e saide.
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