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Resumo: Este estudo avaliou a atividade antibacteriana do extrato etanélico dos potes
de mel de Melipona subnitida (EEPMMs) contra cepas padrdo e multirresistentes de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, utilizando a
técnica de microdiluicdo em caldo para determinar a Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) do EEPMMs e sua associagcdo com antibidticos. O EEPMMs demonstrou
atividade antibacteriana direta contra as cepas padrao de E. coli e S. aureus, com CIM
de 32 pyg/mL e 114,04 pg/mL, respectivamente. No entanto, ndo apresentou eficacia
contra as cepas multirresistentes de S. aureus 10 e E. coli 06, bem como contra P.
aeruginosa, com CIM 21024 pg/mL. Nos ensaios de associagdo, o EEPMMs
potencializou o efeito dos antibiéticos gentamicina e ampicilina em S. aureus 10.
Também houve uma leve potencializacao da CIM da norfloxacina contra P. aeruginosa
24. No entanto, para a cepa E. coli 06, o EEPMMs ndo aumentou a eficacia dos
antibidticos testados. Em conclusdo, o EEPMMs apresenta propriedades
antimicrobianas relevantes, sugerindo que produtos derivados de abelhas podem ser
uma fonte promissora de novos compostos antibacterianos.

Palavras-chave: Melipona subnitida. Abelhas sem ferrdo. Atividade antibacteriana.
Bactérias multirresistentes.

1. Introducéo

O uso excessivo e inadequado de antibioticos fortalece os mecanismos
de resisténcia dos patdgenos, tornando o combate as infec¢des cada vez mais
dificil (TANG; MILLAR; MOORE, 2023). Diante disso, é crucial buscar por
novos agentes antimicrobianos, bem como, novos compostos capazes de inibir
mecanismos de resisténcia quando usado em combinacdo com medicamentos
convencionais (ABUSHAHEEN et al., 2020).

Nesse cenario, 0s produtos naturais se destacam como uma alternativa
promissora, pois sédo fontes de uma variedade de moléculas que podem ser
eficazes no controle de microrganismos (DOS SANTOS et al., 2023). Nesse
sentido, um grupo notdvel de insetos que produz substancias naturais com
potencial farmacolégico sdo as abelhas conhecidas popularmente como
“abelhas sem ferrao”. Essas abelhas sao responsaveis pela polinizacdo de
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aproximadamente 40% a 90% das plantas nativas e cultivadas nos tropicos
(SANCHES; PEREIRA; SERRAO, 2017).

Além disso, seus produtos como mel, propolis, geoprépolis, cera e pdlen,
sdo amplamente utilizados na medicina popular e seus efeitos biolégicos, tém
sido comprovados em varios estudos. Dentre essas abelhas, destaca-se a
espécie Melipona subnitida, popularmente conhecida como "Jandaira" (DE
SOUSA-FONTOURA et al., 2020). Atividades bioldgicas como antioxidante
(FERREIRA et al., 2022; SOUZA et al., 2013), cicatrizante, antinociceptivo (DE
SOUSA-FONTOURA et al., 2020), e antimicrobiana (JUNIOR et al., 2019;
SOUSA et al., 2015) sdo atribuidas aos produtos derivados dessa abelha.

2. Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana do extrato
etandlico dos potes de mel produzido pela abelha sem ferrdo Melipona
subnitida contra cepas padrédo e multirresistentes de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

3. Metodologia
3.1 Coleta e Preparacédo dos Extratos

A amostra dos potes de mel de Melipona subnitida foi coletada em
Crato, Ceara, Brasil, em maio de 2022. A amostra foi triturada e submersa em
etanol 99,5° por 72 horas. Apos este periodo a amostra foi filtrada e submetida
a destilacdo em um rota-evaporador a vacuo, seguido pela evaporacdo do
excesso de solvente em banho-maria. O extrato etandlico dos potes de mel de
Melipona subnitida (EEPMMs) teve rendimento de 8,73%.

3.2 Avaliacdo da Atividade Antibacteriana
3.2.1 Cepas bactérias e substancias

Foram usadas cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus 10,
Pseudomonas aeruginosa 03 e Escherichia coli 06; e cepas padrao de
S.aureus (ATCC 25923), P.aeruginosa (ATCC 9027), e E.coli (ATCC 25922),
as quais foram cultivadas no Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular
(LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA). Os antibidéticos utilizados
no teste foram gentamicina, norfloxacina e ampicilina. O EEPMMs foi dissolvido
em dimetilsulféxido (DMSOQO) na concentragao de 1024 ug/mL para os testes.

3.2.2 Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada por
microdiluicdo em caldo adaptado de CLSI, (2008). A CIM foi definida como a
menor concentragdo em que nao foi observado crescimento bacteriano
(ANDREWS, 2001). Os testes foram realizados em triplicata.

3.2.3 Modificacéo do Efeito dos Antibioticos
O EEPMMs, em concentracdo subinibitéria (CIM/8) (COUTINHO et al.,
2008), foi combinado com antibiéticos (gentamicina, norfloxacina e ampicilina)
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para verificara potencializacdo da atividade antibidtica contra as cepas
multirresistentes de P. aeruginosa 24, E. coli 06 e S. aureus 10. Nos testes,
150 pyL de cada inbéculo bacteriano suspenso em soro fisioldgico,
correspondente a 0,5 da escala de McFarland, aproximadamente 1,5 x 108
(UFC)/mL, foi adicionado juntamente com o extrato (MIC/8) e completo com
BHI. Essa mistura foi transferida para placas de microdiluicdo de 96 pocos,
onde se adicionaram 100 pL de antibiético em dilui¢des seriadas (1:1), variando
de 512 pL a 0,5 pL/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24h. O
crescimento bacteriano foi avaliado com resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-
ona 10-6xido) através da verificacdo da oxidacéo do reagente na presenca de
meio &cido, causando a mudanca de cor de azul para rosa (ELSHIKH et al.,
2016). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4. Resultados

O EEPMMs exibiu atividade antibacteriana direta contra as cepas padréo
de E. coli e S. aureus, com valores de CIM de 32 ug/mL e 114,04 ug/mL,
respectivamente (Tabela 1). No entanto, ndo demonstrou atividade
antibacteriana clinicamente relevante contra as cepas padrdo e
multirresistentes de P. aeruginosa, nem contra as cepas multirresistentes de S.
aureus 10 e E. coli 06, que apresentaram valores de CIM = 1024 ug/mL (Tabela
1).

O estudo de dos Santos et al., (2023), utilizando o extrato de geopropolis
desta mesma abelha (fracdo de acetato de etila), também observou uma
atividade antibacteriana direta contra as cepas padrao de S. aureus e E. coli,
com valores de MIC de 64 ug/mL para ambas as cepas. Contudo, os resultados
deste mesmo extrato para as cepas multirresistentes de S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa demonstraram uma atividade antibacteriana direta.

Tabela 1. Concentragbes inibitorias minimas (CIM, pg/mL) dos extratos
etandlicos dos Potes de mel de Melipona subnitida sobre cepas bacterianas.
Substancias PA-24 SA-10 EC-06 PA-ATCC SA-ATCC EC-ATCC

Potesde mel =1024 =>1024 =>1024 =1024 32 114,04

Nos ensaios de associacdo, o EEPMMs potencializou o efeito dos
antibioticos gentamicina e ampicilina em cepa de S. aureus 10, reduzindo a
CIM da gentamicina de 17,95 pg/mL para 12,69 yg/mL, e da ampicilina de
71,83 pg/mL para 32 ug/mL. Na associagédo com a norfloxacina o EEPMMs nao
potencializou a CIM deste antibiético em S. aureus 10 (tabela 2).

Para a cepa de P. aeruginosa 24, a associagdo com o EEPMMS
também demonstrou uma leve potencializacdo da CIM da norfloxacina,
reduzindo a CIM de 2,82 ug/mL para 2 pg/mL. Contudo, a combinagao do
EEPMMs com os antibidticos gentamicina e ampicilina ndo alterou os valores
da CIM (tabela 2).

Nos ensaios com E. coli 06, o EEPMMs ndo aumentou a eficacia de
nenhum dos antibiéticos testados (tabela 2).
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Dados anteriores sobre a associacdo do extrato de geopropolis de M.
subnitida (fracdo de acetato de etila) com os antibiéticos norfloxacina,
gentamicina e ampicilina contra a cepa S. aureus corroboram os achados desta
pesquisa, uma vez que essa combinacdo também resultou na potencializacdo
do efeito dos antibioticos (DOS SANTOS et al., 2023). No entanto, os dados de
associacao para as cepas de E. coli e P. aeruginosa descritos por dos Santos
et al., (2023) diferem dos resultados deste estudo.

As atividades biolégicas dos produtos de M. subnitida séo
frequentemente atribuidas & sua composicdo quimica, rica em compostos
fendlicos, como flavonoides e fenilpropandides. Entre os constituintes mais
citados na literatura estdo: naringenina, acido galico, isorhamnetina, éter
metilico de kaempferol, éter dimetilico de quercetina, 3-O-metil-quercetina, 5-O-
metil aromadendrina, 5-O-metil kaempferol, 6-O-p-cumaroil-D-galactopiranose,
7-O-metil aromadendrina (DANTAS et al., 2024).

Tabela 2. Reducdo da CIM dos antibidticos Norfloxacina, Gentamicina e
Ampicilina em cepa de S. aureus 10, E. coli 06 e P. aeruginosa 24

Substancias PA-24 ug/mL SA-10 pg/mL EC-06 pg/mL
Norfloxacina 2,82 256 64
Norf+EEPMMs 2 256 64
Gentamicina 8 17,95 64
Gent+EEPMMs 8 12,69 64
Ampicilina 1024 71,83 1024
Amp+sulbactan 10,07 5,65 32
Amp+EEPMMs 1024 32 1024

5. Concluséo

Dessa forma, o EEPMMs apresenta atividade antibacteriana
clinicamente relevante contra as cepas padrdo de E. coli e S. aureus. Além
disso, o EEPMMs potencializou o efeito dos antibiéticos como gentamicina e
ampicilina em cepa de S. aureus 10. Em conclusédo, o EEPMMs apresenta
propriedades antimicrobianas relevantes, sugerindo que produtos derivados da
abelha M. subnitida podem ser uma fonte promissora de compostos
antibacterianos.
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