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Resumo: O uso erréneo de antifungico contribuiu de forma relevante para a
resisténcia faingica. Assim, cepas como Candida albicans e Candida tropicalis
sdo consideradas patdgenos de prioridade critica na busca por novos
antimicrobianos. Com isso, surge a busca por novas estratégias, como o uso de
produtos naturais, que apresentam moléculas bioativas capazes de atuar como
fungicida. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antifingica do
extrato etandlico da cera da abelha Melipona quinquefasciata frente a Candida
albicans e Candida tropicalis. Para realizacao dos ensaios fungicidas foi avaliada
a atividade intrinseca da cera e atividade modificadora do fluconazol pelo método
de microdiluigdo em caldo. Os resultados mostraram que nao houve acao
antimicrobiana relevante para C. albicans e C. tropicalis, ndo havendo valores
de ICso e com CFM a 2.048 yg/mL. A associacdo do extrato com o fluconazol
apresentou ICso para C. tropicalis de 289,2 ug/mL, exibindo efeito semelhante ao
fluconazol utilizado sozinho. Mais estudos sobre a atividade fungicida dos
produtos de M. quiquefasciata sdo necessarios na descoberta de novas
moléculas com potencial bioativo.

Palavras-chave: Resisténcia fangica. Produtos naturais. Atividade
antimicrobiana.

1. Introducéo

As infeccdes fungicas, nos ultimos anos, tem se tornado uma preocupacéao de
escala global na saude, visto que o uso inadequado de fungicidas tem
contribuido para o aumento da resisténcia a diversas classes de antifungos (Abu-
Aqil; Adawi; Huleihel, 2025). Espécies de fungos patogénicos do género
Candida, como Candida albicans e Candida tropicalis, séo relatados na literatura
como fungos oportunistas, causadores de doencas em condi¢ces de disbiose
podendo causar infe¢des invasivas sistémicas (Atiencia-Carrera et al., 2022).
Diante desse cenario, € essencial o desenvolvimento de estratégias capazes de
remediar a resisténcia fungica e atuar como coadjuvante na potencializacdo dos
antimicrobianos convencionais. Com isso, 0s produtos naturais sao alvos de
estudos por apresentar uma grande diversidade de moléculas bioativas com
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propriedades bioldgicas distintas, incluindo atividade antifungica (Barros Cota et
al., 2021).

Dentre as fontes de produtos naturais, as abelhas sem ferrdo do género
Melipona, sdo relatadas nas pesquisas por apresentarem bioprodutos como mel,
prépolis, geopropolis, cera e pélen fermentado com potencial biol6gico promissor,
como antioxidante (Rocha et al., 2023) e antimicrobiana (Isidorov et al., 2022). A
atividade bioldgica desses bioprodutos deve-se a presenca de compostos
qguimicos como os compostos fendlicos, flavonoides, acidos graxos e proteinas
(dos Santos et al., 2024). As classes de compostos e sua quantidade sao
influenciadas pelo material botanico coletado por essas abelhas durante o
processo de polinizacdo (Campos et al., 2023). A abelha Melipona
quinquefasciata, conhecida popularmente como Urucgu-do-chdo, apresenta
como caracteristica de nidificacdo a construcédo de colmeias no solo (Sousa et
al., 2013). Seus bioprodutos como o mel, é considerado uma iguaria saborosa e
bastante valorizada em feiras populares para uso alimenticio, ou producéo de
remédios caseiros (Sousa et al., 2013). No entanto, suas bioatividades ainda ndo
foram relatadas, sendo uma das lacunas acerca da atividade biolégica dos
bioprodutos dessa espécie.

2. Objetivo

Avaliar a atividade antifungica do extrato etandlico da cera de Melipona
quinquefasciata (Lepeletier, 1836), frente cepas fungicas Candida albicans
INCQS 40006 e Candida tropicalis CFP 319.

3. Metodologia

3.1 Microrganismos e meio de cultura

Foram utilizadas cepas padrdao de Candida albicans (CA INCQS 40006) e
Candida tropicalis (CT CFP 319). Os meios de cultura empregados foram
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e Sabouraud Dextrose Broth (SDB),
preparados conforme as instru¢cbes do fabricante, solubilizados em agua
destilada e autoclavados a 121 °C por 15 minutos.

3.2 Preparacao de inoculos e solucdes

As cepas foram cultivadas em placas contendo meio de cultura Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) a 37 °C por 24 horas. Os in6culos foram preparados em
solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), com turbidez ajustada a escala de McFarland
(0,5 x 10® UFC). Foram feitas dilui¢gdes: 100 uL do in6culo para 4900 uL de SDB
(diluicao 1/50) e 400 uL dessa solugéo para 7600 pyL de SDB (diluicao 1/20),
seguindo o método do CLSI (2017). O extrato etandlico da cera de M.
quinquefasciata e o fluconazol foram solubilizados em 0,5% de DMSO e
completados com SDB, alcancando uma concentracdo matriz de 1.024 ug/mL.

3.3 Curva de viabilidade Celular e Concentracgéo Inibitoria de 50 % (ICso)

A curva de viabilidade celular e a ICso foram determinadas por microdiluigdo em
caldo. Foram adicionados 100 uL de meio de cultura em placas de 96 pocos,
com microdiluicdo de produtos e/ou fluconazol (1.024 a 2 ug/mL) e 10 pL de
in6culo em cada poco. O teste foi realizado em quadruplicata, incubando as
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placas a 37 °C por 24 horas. As analises foram feitas em espectrofotometro
ELISA a 630 nm, e os dados permitiram calcular a ICso € construir a curva de
viabilidade celular. Controles de esterilidade e de diluicdo dos extratos foram
preparados substituindo o in6culo por solucdo salina.

3.4 Determinacédo da Concentracdo Fungicida Minima - CFM

Os ensaios para determinar a CFM foram realizados conforme (Fonseca et al.,
2022) para avaliar o efeito do extrato da cera na viabilidade das células de
Candida. Foram transferidos 10 pL de cada poco das placas de curva de
viabilidade (exceto controles) para placas de Petri com meio SDA, utilizando um
cartdo-guia. As placas foram incubadas por 24 horas e avaliadas quanto a
presenca de colbnias fangicas. A menor concentragdo sem crescimento das
cepas foi considerada a CFM do extrato.

3.5 Avaliacéo da atividade modificadora do fluconazol

O efeito combinado do extrato da cera com fluconazol foi avaliado para verificar
se 0 extrato potencializava a agdo do fungicida. O extrato foi testado em
concentragao subinibitéria (MC/8). As placas receberam 100 pL de uma solugéo
com meio, produto e inéculo, e o fluconazol foi adicionado em concentracdes de
1.024 a 2 yg/mL. Pocos foram reservados para controle de crescimento e de
esterilidade. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas, e a leitura foi feita
por espectrometria a 630 nm.

3.6 Analise estatistica

Foi aplicada uma ANOVA two-way para comparar os valores de cada
concentragdo de extrato, utilizando o teste post-hoc de Bonferroni. Os
experimentos foram realizados em triplicata, e a analise estatistica foi feita com
o software GraphPad Prism, versao 6.01.

4. Resultados

Os resultados mostraram que ndo foi possivel calcular a ICso para a cepa INCQS
40006 de Candida albicans com o extrato da cera de Urucgu-do-chdo (M.
guinquefasciata). A associa¢ao do extrato com fluconazol também né&o resultou
em ICsp, mesmo em concentragdes de até 1.024 ug/mL. O fluconazol isolado
apresentou uma ICso de 16,46 pg/mL. Quanto a CFM, tanto o extrato isolado
guanto sua associacdo com fluconazol tiveram uma CFM de 2.048 ug/mL,
indicando que o extrato ndo inibiu o crescimento da cepa nem potencializou o
fluconazol (Figura 1). Na literatura, ndo ha trabalhos acerca das atividades
biologicas dos produtos de M. quinquefasciata. No entanto, estudos com o0s
bioprodutos de outras abelhas do género demonstraram potencial antifUngico
promissor, como relatado no trabalho de Campos et al., (2023), utilizando o
extrato etandlico da prépolis da abelha M. quadrifasciata anthidioides,
apresentou CIM de 14,25 yg/mL e CFM de 18,42 yg/mL para C. albicans ATCC
10231; para C. albicans ESA 100 resistente a anfotericina B com CIM de 15,75
pg/mL e CFM de 19,58 pg/mL, e para C. albicans ESA 97 resistente a
anfotericina B com CIM de 16,50 pg/mL e CFM de 20,75 pg/mL.
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Figura 1 - Curva de viabilidade celular e atividade modificadora do fluconazol
associado ao extrato etanolico de cera de M. guinquefasciata frente C. albicans
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Para a cepa C. tropicalis CFP 319, néo foi possivel calcular a ICsocom o extrato

isolado. Contudo, a associagao do extrato com fluconazol resultou em uma ICso
de 289,2 pg/mL, indicando um efeito semelhante ao fluconazol utilizado
isoladamente. Em relacdo a CFM, tanto o extrato quanto sua combinacdo com
fluconazol ndo mostraram efeito fungicida clinicamente relevante, apresentando
uma CFM de 2.048 pg/mL (figura 2). Diferindo desses resultados, o estudo de
Janior et al. 2019 demonstrou atividade antifungica do extrato de geoprépolis de
M. subnitida para C. albicans e C. tropicalis com CIM de 500 ug/ML, além de
demonstrar a presenca de compostos flavonoides e chalconas que estéao
relacionadas com a atividade antimicrobiana apresentada.

Figura 2 - Curva de viabilidade celular e atividade modificadora do fluconazol
associado ao extrato etandlico de cera de M. quinquefasciata frente C. tropicalis
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5. Concluséo

Conclui-se que os resultados indicaram que o extrato da cera de M.
guinquefasciata ndo apresentou atividade antifigica direta contra C. albicans e
C. tropicalis, ndo conseguindo reduzir o crescimento fungico em 50%. A
associacdo do extrato com fluconazol ndo mostrou efeito fungicida ou
fungistatico para C. albicans, impossibilitando o célculo da ICso. No entanto, para
C. tropicalis, a combinacao com fluconazol apresentou efeito semelhante com o
fluconazol isoladamente, resultando em uma ICso de 289,2 ug/mL. Assim, sédo
necessarios mais estudos sobre a atividade biologica e a composi¢cao quimica
dos bioprodutos de M. quinquefasciata para identificar novas moléculas bioativas
com acédo antimicrobiana.
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