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Resumo: O uso excessivo de antibidticos tem acelerado a resisténcia bacteriana,
estimulando a busca por novas alternativas com potencial antibacteriano, como a
prépolis de abelhas sem ferrdo, especialmente a de Tetragonisca angustula, que tem
propriedades antimicrobianas. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo
quantificar o teor de compostos fendlicos e flavonoides no extrato etandlico da propolis
de T. angustula e avaliar sua atividade antibacteriana contra cepas multirresistentes. O
extrato foi obtido por destilagéo a vacuo, com fendlicos quantificados usando o reagente
Folin-Ciocalteau (MgEAG/Q) e flavonoides medidos com cloreto de aluminio (mgEQ/qg).
A concentragdo inibitéria minima e a atividade modificadora dos antibioticos foram
avaliadas por microdiluicdo em caldo. Na quantificagdo de compostos, o extrato
etandlico da prépolis (EEPTa) apresentou teores de compostos fendlicos e flavonoides
de 11,528 mgEAG/g e 4,165 mgEQ/g, respectivamente. Quando associado a
antibidticos, os melhores resultados foram obtidos com a norfloxacina, que reduziu a
CIM de S. aureus e P. aeruginosa, e com a gentamicina, que reduziu a CIM de S. aureus
e E. coli.
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1. Introducéo

As abelhas sem ferrdo, ou meliponineos, pertencem a familia Apidae e
possuem cerca de 600 espécies distribuidas em 61 géneros, sendo
predominantemente encontradas em regides tropicais e subtropicais,
especialmente nos Neotrépicos (Popova; Trusheva; Bankova, 2021; Teixeira et
al., 2020). Uma das caracteristicas que distinguem essas abelhas € a presenca
de um ferrdo disfuncional e atrofiado (Turco; Mokochinski; Torres, 2024).

Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo, a espécie Tetragonisca
angustula (Latreille, 1811), popularmente conhecida como “Jatai” € uma das
especies mais criadas no Brasil (Ferrari et al., 2024). Essa espécie possui
tamanho pequeno, medindo entre 4 e 5 mm, com coloracdo amarela e marrom,
apresentando habito generalista (Silva Macédo et al., 2023).
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Além de mel, polen e cera, as abelhas sem ferrdo produzem prépolis, um
material composto por resinas vegetais, cera de abelhas, 6leos volateis e polen.
A prépolis é utilizada para selar colmeias e proteger contra invasores como
insetos, larvas, bactérias e fungos (Valcanaia et al., 2022). Suas atividades
biologicas incluem acgbBes antioxidante, antifingica, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, cicatrizante, anestésica e anticarcinogénica (Macedo et al., 2023).

A importancia dessas propriedades é ainda mais evidente diante do
crescente desafio da resisténcia bacteriana, configurado como um dos maiores
problemas de saude publica global (Aguiar et al., 2023). O uso excessivo e
inadequado de antibioticos tem resultado no surgimento de cepas bacterianas
resistentes, como de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, destacando a necessidade urgente de novas alternativas
terapéuticas (Oliveira et al., 2024). Nesse contexto, compostos naturais, tém se
mostrado promissores no combate a resisténcia antimicrobiana (Braga et al.,
2021).

2. Objetivo

Avaliar o teor de compostos fendlicos e flavonoides presentes no extrato
etandlico da prépolis de T. angustula, bem como, verificar a sua atividade
antibacteriana contra cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

3. Metodologia
3.1 Coleta e Preparacao do extrato

As amostras de propolis de T. angustula foram coletadas no municipio de
Crato, Ceard, em agosto de 2022. Elas foram trituradas e submersas em etanol
99,5% por 72 horas. Apés filtracdo e destilacdo do solvente usando um
rotaevaporador a vacuo, o extrato bruto foi levado ao banho-maria para evaporar
0 excesso de solvente, resultando no extrato etandlico da prépolis (EEPTa). O
estudo foi autorizado pelo Sistema de Informacdo e Autorizacdo da
Biodiversidade (SISBio), sob o numero 85029.

3.1.2 Determinacao do teor de fendlicos totais do extrato de T. angustula

Para quantificar o teor de fendlicos totais, foi utilizada uma metodologia
modificada de Slinkard e Singleton (1977). As amostras foram solubilizadas em
etanol (5 mg/mL) e uma aliquota de 25 pL foi misturada com reagente Folin-
Ciocalteau (10 uL), agua destilada (435 uL) e 30 uL da solugdo de Na2COs
(15%). Apods 2 horas de repouso, a leitura foi feita em espectrofotdmetro a 760
nm. A quantidade de compostos fendlicos foi determinada comparando a
absorbancia das amostras com uma curva de calibracdo de &cido galico,
expressando os resultados como mg equivalente a acido galico (EAG).

3.1.3 Determinacao do teor de flavonoides do extrato de T. angustula
Para determinar o teor de flavonoides, foi utilizada uma metodologia
modificada de Woisky e Salatino, (1998), usando quercetina como padrao.
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Foram pipetados 50 pL de cada amostra (5 mg/mL) em eppendorfs de 1,0 mL.
Apos adicionar 200 pL de metanol e 250 pL cloreto de aluminio 5%, as amostras
foram deixadas ao abrigo da luz por 30 minutos e lidas em espectrofotdmetro a
425 nm. As andlises foram feitas em triplicata, e o teor de flavonoides foi
determinado por interpolacao da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibracdo de quercetina, expressando os resultados como mg equivalente a
quercetina por grama de extrato (mg EQ/Q).

3.2. Avaliagéo da atividade antibacteriana
3.2.1. Estirpes bacterianas, Meios de Cultura e Substancias

As cepas utilizadas foram S. aureus 10, P. aeruginosa 24 e E. coli 06.
Para os testes microbiolégicos, foram usados meios de cultura BHI 4gar e BHI
caldo, preparados conforme as instrugdes do fabricante.

Os antibioticos gentamicina, norfloxacina e ampicilina, assim como o
extrato EEPTa (10 mg), foram dissolvidos em 0,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO)
e agua destilada esterilizada para atingir a concentracao de 1024 ug/mL.

3.2.2. Avaliacéo da Atividade de Modificacao do Efeito dos Antibioticos

A determinac@o da CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) do extrato foi
realizada pelo método de microdiluicdo em caldo, adaptado de Javadpour et al.,
(1996). Cepas multirresistentes foram semeadas 24 horas antes dos
experimentos. O inéculo bacteriano foi ajustado para 0,5 na escala de McFarland
(aproximadamente 1,5x108 UFC/mL). Microtubos foram preenchidos com BHI
(900 pL) e indculo (100 pL), e as placas foram preenchidas com a solucao final
em diluigbes seriadas (512 pg/mL a 8 uyg/mL). Para o controle negativo utilizou-
se apenas meio de cultura e inéculo bacteriano. Apés 24 horas de incubacéo, 20
ML de resazurina foram adicionados para leitura. A CIM foi definida como a menor
concentracdo sem crescimento observado (Andrews, 2001). Os testes foram
realizados em triplicata.

O aumento da atividade antibidtica do extrato foi avaliado pela
modificacdo das CIMs de gentamicina, norfloxacina e ampicilina contra cepas
multirresistentes de P. aeruginosa 24, E. coli 06 e S. aureus 10. Os antibioticos
foram combinados com EEPTa em concentragéo subinibitéria (CIM/8) (Coutinho
et al., 2008).

4. Resultados

O EEPTa apresentou teores de compostos fenolicos e flavonoides de
11,528 mgEAG/g e 4,165 mgEQ/g, respectivamente. No estudo de Torres et al.
(2018) foram encontrados teores de flavonoides significativamente menores, de
0,15 mg QE/g no extrato etandlico da prépolis de T. angustula.

Os resultados da atividade direta do EEPTa frente as cepas testadas
mostraram que ndo houve uma atividade antibacteriana, com valores de CIM de
21024 ug/mL para todas as cepas avaliadas. Ja a associacao dos antibidticos
com o extrato (Tabela 1) mostraram que o EEPTa apresentou efeito significativo
com a norfloxacina contra S. aureus 10 e P. aeruginosa 24, reduzindo a CIM de
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256 pg/mL para 64 pg/mL e de 2,82 pg/mL para 1 pg/mL, respectivamente. A
gentamicina, quando combinada com o extrato, também reduziu a CIM para S.
aureus 10 e E. coli 06, de 17,95 pg/mL para 10,07 pg/mL e de 64 pg/mL para
40,31 pug/mL, respectivamente.

Por outro lado, a ampicilina ndo apresentou alteragcdo na CIM quando
combinada com o extrato, exceto quando associada ao sulbactam. Nessa
combinacgéao, a CIM foi reduzida de 71,83 pg/mL para 5,65 pg/mL contra S.
aureus, de 1024 pg/mL para 10,07 pg/mL contra P. aeruginosa 24 e de 1024
pg/mL para 32 pg/mL contra E. coli 06, indicando a presenca de B-lactamase nas
cepas testadas.

Tabela 1: Concentracado Inibitéria Minima — CIM e atividade modificadora
EEPTa em associagdo com antibioticos sobre cepas multirresistentes expresso
em valores pg/mL

Cepas Antibiéticos Antibiético Antibiético + Antibiético +
bacterianas EEPTa Sulbactam
S. aureus 10 Norfloxacina 256 64 -

Gentamicina 17,95 10,07 -

Ampicilina 71,83 71,83 5,65
P. aeruginosa 24 Norfloxacina 2,82 1 -
Gentamicina 8 20,15 -

Ampicilina 1024 1024 10,07
E. coli 06 Norfloxacina 64 64 -
Gentamicina 64 40,31 -
Ampicilina 1024 1024 32

5. Concluséo

Os resultados obtidos nesse estudo demostraram que o EEPTa apresenta
quantidades significativas de fendlicos (11,528 mgEAG/Qg) e flavonoides (4,165
mgEQ/qg). O extrato também potencializou a atividade antibiética da norfloxacina
frente a S. aureus 10 e P. aeruginosa 24. Enquanto que para a gentamicina
houve modificacao da atividade frente a S. aureus 10 e E. coli 06. Esses achados
destacam a necessidade de investigar o potencial terapéutico dos produtos de
Tetragonisca angustula, jA& que ndo existem estudos na literatura sobre a
atividade antibacteriana deste extrato em combinacdo com antibiéticos em cepas
multirresistentes.
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