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Resumo: A abelha sem ferrdo, Tetragonisca angustula conhecida popularmente como
“Jatai” pertence a familia Apidae e se destaca pela atrofia do ferrdo, sendo essencial
na polinizagdo de plantas nativas e cultivadas de interesse econémico. Diversos
produtos dessa espécie, como a cera, possuem propriedades antimicrobianas e
antioxidantes. Este estudo teve como objetivo quantificar o teor de fendlicos e
flavonoides do extrato etandlico da cera de T. angustula (EECTa) e avaliar o potencial
antimicrobiano contra cepas multirresistentes de  Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. A quantificacdo foi realizada com o
reagente Folin-Ciocalteau e quercetina como padréo. Para os ensaios microbiolégicos
foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo, a atividade antibacteriana foi
verificada pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e o efeito combinado com
antibidticos foi avaliado em concentragcdes subinibitorias. Os teores de fendlicos e
flavonoides totais foram de 12,43 mg EAG/g e 5,71 mg EQ/g, respectivamente. O
EECTa aumentou a eficacia da norfloxacina sobre S. aureus e P. aeruginosa e da
gentamicina sobre S. aureus. No entanto, ndo houve efeito significativo quando
associado com gentamicina e ampicilina sobre P. aeruginosa e E. coli.

Palavras-chave: Meliponineos. Potencial Antibacteriano. Metabdlitos
Secundarios.

1.Introducgao

As abelhas sem ferrdo (ASF) sao nativas de regides tropicais e
subtropicais, e pertencem a familia Apidae e a tribo Meliponini, tendo mais de
244 espécies descritas no territorio brasileiro, desempenhando um papel
crucial na polinizagéo de diversas plantas (Gomes et al., 2024).

As espécies de ASF, como a Tetragonisca angustula (Latreille, 1811),
conhecida popularmente como “Jatai", possuem caracteristicas em comum
como a atrofia do ferrédo e se organizam de forma eusocial (Rozman et al.,
2022; Lima et al., 2024).
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Essa espécie produz bioprodutos como mel, cera, propolis e
geopropolis , sendo identificado nas suas composigdes quimicas compostos
da classe dos acidos fendlicos e flavonoides. Diversas propriedades
biolégicas foram identificadas em produtos de T. angustula, incluindo
atividade antibacteriana, antifungica, anti-inflamatéria e antiprotozoaria (Silva
Macédo et al., 2023)

Na literatura, ndo ha estudos que investiguem a atividade
antibacteriana e modificadora da cera de T. angustula. Diante disso, se faz
necessario investigar seu potencial antimicrobiano, especialmente contra
cepas bacterianas multirresistentes.

2.0bjetivo

Quantificar o teor de fendlicos e flavonoides e verificar o potencial
antimicrobiano do extrato etandlico da cera de T. angustula contra as cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus 10, Pseudomonas aeruginosa 24
e Escherichia coli 06.

3.Metodologia
3.1. Coleta e Preparacao do extrato

As amostras de cera de T. angustula foram coletadas em agosto de
2022, no municipio de Crato, Ceara, Brasil. As amostras foram trituradas e
submersas em etanol 99,5° C, em temperatura ambiente por 72 h. Apds isso,
a solucao foi filtrada e submetida a destilacdo do solvente em um aparelho
rotaevaporador a vacuo. O extrato etandlico de cera da T. angustula foi
denominado EECTa. Este estudo foi registrado e autorizado pelo Sistema de
Informacgao e Autorizacido da Biodiversidade (SISBio) sob o numero 85029.

3.2. Determinacao do Teor Fendlicos Totais do extrato de Tetragonisca
angustula

Para quantificar o teor de fendlicos totais, foi utilizada a metodologia
modificada de Slinkard e Singleton (1977). A amostra foi solubilizada em
etanol (5 mg/mL), e uma aliquota de 25uL foi misturada com reagente
Folin-Ciocalteau (10 pL), agua destilada (435 pL) e 30 pL da solugdo de
Na,CO; (15%). Apdés 2 horas de repouso, a leitura foi feita em
espectrofotometro a 760 nm. A quantidade de fendlicos foi determinada
comparando a absorbancia das amostras com uma curva de calibragao de
acido galico, expressando os resultados como mg equivalente a acido galico
(EAG).

3.3. Determinagao do teor de flavonoides do extrato de Tetragonisca
angustula

Para determinar o teor de flavonoides, foi utilizada uma metodologia
modificada de Woisky e Salatino (1998), usando quercetina como padréo.
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Foram pipetados 50 pL de cada amostra (5 mg/mL) em eppendorfs de 1,0
mL. Apds adicionar 200 uL de metanol e 250 pL cloreto de aluminio 5%, as
amostras foram deixadas ao abrigo da luz por 30 minutos e a leitura realizada
em espectrofotdbmetro a 425 nm. As analises foram feitas em ftriplicata, e o
teor de flavonoides foi determinado por interpolagdo 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/Qg).

3.4. Avaliagao da atividade antibacteriana
3.4.1. Estirpes bacterianas e Meios de Cultura

As cepas multirresistentes utilizadas foram a de Staphylococcus
aureus 10, Pseudomonas aeruginosa 24 e Escherichia coli 06. Os testes
microbiolégicos foram realizados utilizando BHI agar e BHI caldo (Acumedia
Manufacturers, EUA), preparados conforme as instru¢gdes do fabricante na
concentracao de 10%.

3.4.2. Substancias

Os antibioticos utilizados foram gentamicina, norfloxacina e ampicilina
(Sigma Co., St. Louis, EUA). Os antibiéticos, e o EECTa (10 mg) foram
dissolvidos em 0,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e agua destilada
esterilizada, alcangando uma concentragao de 1024 ug/mL.

3.4.3. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Avaliagcao
da Atividade de Modificagao do Efeito dos Antibiéticos

A Concentragao Inibitéria Minima - CIM do EECTa foi determinada pelo
método de microdiluicdo em caldo, adaptado de Javadpour et al., (1996). As
cepas foram semeadas 24h antes dos experimentos. O indculo bacteriano foi
ajustado para 0,5 na escala de McFarland (aproximadamente 1,5x10%
UFC/mL). Microtubos foram preenchidos com BHI (900 uL) e in6culo (100 pL) e
as placas foram preenchidas com a solugao final em diluicées seriadas (512
pg/mL a 8 pg/mL). Apds 24 horas de incubagado, adicionaram-se 20 uL de
resazurina para leitura. A CIM foi definida como a menor concentragcdo sem
crescimento visivel (Andrews, 2001). Os testes foram realizados em triplicata. A
modificacdo da atividade antibidtica do extrato foi avaliada ao analisar as CIMs
da gentamicina, norfloxacina e ampicilina contra cepas multirresistentes de P.
aureginosa 24, E. coli 06 e S. aureus 10. Os antibiéticos foram combinados
com EECTa em concentragao subinibitoria (CIM/8) (Coutinho et al., 2008).

4. Resultados

Através da quantificacdo do teor dos compostos fendlicos e flavonoides
foram obtidos resultados de 1243 mg EQ/g e 5,71 mg EAG/g,
respectivamente. No estudo de Fianco et al. (2013) foi relatado que o teor de
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polifendis totais em amostras de prépolis de T. angustula foram de 50 mg
EAG/qg.

Na avaliacdo da atividade antibacteriana foi verificado que o EECTa
apresentou uma CIM de 1024 pg/mL para todas as cepas avaliadas. Os dados
de associacdo do EECTa com os antibidticos avaliados sobre as cepas
bacterianas estao dispostos na Tabela 1.

Tabela 1- Concentragao Inibitéria Minima - CIM de antibiédticos e em associagdo com EECTa
sobre S. aureus 10, P. aeruginosa 24 e E. coli 06

Substancias Cepas bacterianas
S. aureus 10 P. aeruginosa 24 E. coli 06
Norfloxacina 256 2,82 64
Gentamicina 17,95 8 64
Ampicilina 71,83 1024 1024
Norfloxacina + EECTa 128 1 64
Gentamicina + EECTa 8 16 64
Ampicilina + EECTa 128 1024 1024

Na associacdo do EECTa com a norfloxacina foi verificada a
potencializagdo da atividade antibidtica, reduzindo a CIM de 256 pg/mL para
128 pg/mL contra S. aureus. Ja na associagcao do EECTa com a gentamicina
houve uma reducdo na CIM de 17,95 a 8 yg/mL. No entanto, ao associar o
EECTa com a ampicilina observou-se um efeito reverso, aumentando a CIM de
71,83 para 128 ug/mL. Segundo Miorin et al. (2003) a prépolis de T. angustula
apresentou uma CIM entre 0,5 e 2 mg/mL para S. aureus, sugerindo atividade
antimicrobiana da propolis isolada.

Na cepa de P. aeruginosa, a associacao do EECTa com a norfloxacina
apresentou uma redugdo na CIM do antibidtico de 2,82 para 1 ug/mL. Na
associagao com a gentamicina foi verificado um aumento da CIM de 8 para 16
pg/mL. Os dados de associagdo do extrato com a ampicilina sobre a cepa P.
aeruginosa nao diferiram estatisticamente do controle.

Para a cepa E. coli, a associacdo do EECTa com os antibidticos
norfloxacina, gentamicina e ampicilina n&o apresentaram resultados
estatisticamente relevantes.

5. Conclusao

A combinacao do EECTa com os antibiéticos norfloxacina e gentamicina
potencializou a atividade antibidtica, reduzindo a CIM dos antibiéticos sobre a
cepa de S. aureus. No entanto, ndo houve efeitos significativos na combinacao
com gentamicina e ampicilina sobre P. aeruginosa e E. coli.
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