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Resumo

A propolis desde muito tempo € estudada visando elucidar suas inimeras propriedades biolégicas. Os
preparados a base de propolis, especialmente de Apis mellifera, sdo utilizados na elaboracdo de
fitoterapicos além de matéria prima em alguns setores da indUstria de alimentos e cosméticos. Nesse
estudo buscou-se testar agdes antimicrobianas dos extratos etanolicos de propolis (EEP) considerando
trés formas de preparo, Dupla Ultrasonica¢do em banho ultrassénico (U+U), Dupla Maceracdo (M+M) e
Maceracdo associada a Ultrasonicacdo (M+U), além dos peptideos antimicrobianos melitina e nisina, dos
compostos  majoritarios  presentes nos Oleos essenciais da canela (cinamaldeido -
Cinnamomum zeylanicum) e do cravo da india (eugenol - Syzygium aromaticum) bem como do
antibiético tetraciclina, sobre isolado de Bacillus subtilis (isolado de solo) e Paenibacillus alvei (ATCC
6344), este ultimo, importante patdgeno para larvas de abelhas contribuindo para ocorréncia da doenga
conhecida como Cria Putrida Europeia (CPE). Foram testadas agdo anti-esporo, atividade inibidora pela
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) utilizando a
metodologia da microdiluicdo (Resazurin Microtiter Assay — REMA). Verificou-se também a acdo dos
EEP’s, peptideos antimicrobianos e compostos majoritarios sobre membrana plasmatica bacteriana,
integridade bem como permeabilidade, através dos ensaios de liberacdo de proteinas por meio da
metodologia de Bradford, liberacdo de &cidos nucleicos, e ensaios de efluxo de ions potassio e fosfato.
Também foi avaliado o efeito sinérgico dos antimicrobianos naturais com a tetraciclina, determinados
pela metodologia time kill curve visando a potencializagdo da eficacia destes produtos. Os trés modos de
preparo dos EEP’s apresentaram semelhante atividade antimicrobiana, com valores andlogos de CIM e
CBM, 156,25 pg/mL para B. subtilis, e 78,12 ug/mL para P. alvei, exceto para o extrato etanélico M+U
que apresentou valor de 156,25 pg/mL para CBM. Observou-se que 0s peptideos melitina e nisina
apresentaram melhor atividade frente a B. subtilis com valores de CIM de 12,00 pg/mL e 37,50 pg/mL
respectivamente, bem como CBM de 28,0 ug/mL para melitina e 37,5 pug/mL para nisina. Para P. alvei
todos os produtos mostraram efeitos similares de acdo antimicrobiana seja de efeitos bactericida ou
bacteriostatico, exceto o eugenol, que mostrou menor atividade. Quanto a agdo anti-esporo, nota-se que
P. alvei apresentou uma maior resisténcia aos produtos testados quando comparados a B. subtilis. Melitina
e nisina foram os produtos que mostraram maior capacidade de redugdo de esporos em menores
concentracdes, sendo que para B. subtilis obteve-se 100% reducdo em concentracdes de 6,25ug/mL e
0,78 pg/mL respectivamente, e para P. alvei, reducdo foi de 93% para a melitina e 98% para nisina, em
concentracdes de 80 pg/mL e 15 pg/mL respectivamente. Quanto aos testes de liberacdo de proteinas, foi
possivel observar um aumento gradual das concentracGes de proteinas extravasadas em funcédo do tempo
para todos os tratamentos, sendo que para B. subtilis, os EEP’s e os peptideos antimicrobianos mostraram
maior liberacdo de proteinas, e para P. alvei, os EEP’s foram os tratamentos que apresentaram melhor
efeito na liberacdo proteica. Foi possivel observar a liberagdo de &cidos nucleicos apds 4 horas de
tratamento com os produtos em estudo, indicando assim danos a membrana celular bacteriana. Os ensaios
de efluxo de ions fosfato mostraram melhor atividade da melitina junto as bactérias em estudo, com
resultados de liberacdo variando de 10 mg/L para 50 mg/L na concentracdo de 2xCIM para B. subtilis,
e de 10 mg/L para 25 mg/L nas concentracdes 1XCIM e 2xCIM, sobre P. alvei. Para 0s ensaios de efluxo
de ions potéssio, os trés métodos de preparo dos EEP’s apresentaram resultados semelhantes, com
liberac&o de 450 mg/L na concentracdo de 2xCIM apds 4 horas, para B. subtilis e P. alvei. Os resultados
obtidos com a metodologia da time kill curve mostraram sinergismo entre todos os antimicrobianos
testados e a tetraciclina, para ambas as bactérias. Pretendeu-se esclarecer a agdo dos produtos em estudo,
sobre bactérias esporuladas com intuito de se obter um antibacteriano com uso potencial no manejo de
apiarios de abelha Apis mellifera, especialmente contra a doenca da Cria Putrida Europeia também
conhecida como Loque Europeia, e sendo assim, pode-se concluir, que os EEP’s, os peptideos
antimicrobianos e os compostos majoritarios utilizados no estudo, apresentam atividade antimicrobiana
e acdo junto a membrana celular bacteriana, e que todos os produtos testados possuem potencial como
futuros agentes antimicrobianos, com destaque aos peptideos melitina e nisina por sua atividade anti-
esporo.

Palavras Chaves- Paenibacillus alvei, Bacillus subtilis, Apis mellifera, Melitina, Nisina, Eugenol,
Cinamaldeido, Tetraciclina, Sinergismo.



Abstract

Propolis has been studied for a long time in order to elucidate its many biological properties. Propolis-
based preparations, especially Apis mellifera, are used in the preparation of herbal medicines as well as
raw material in some sectors of the food and cosmetics industry. In this study, we aim to test the
antimicrobial actions of ethanolic extracts of propolis (EEP) considering three procedures of preparation
such as Double Ultrasonication in an ultrasonic bath (U+U), Double Maceration (M+M) and Maceration
associated with Ultrasonication (M+U), in addition to the antimicrobial peptides mellitin and nisin, the
major compounds present in the essential oils of cinnamon (cinnamaldehyde — Cinnamomum zeylanicum)
and clove (eugenol — Syzygium aromaticum) as well as the antibiotic tetracycline, against Bacillus subtilis
isolate (isolated from soil) and Paenibacillus alvei (ATCC 6344) strains, the latter, an important pathogen
for bee larvae, contributing to the occurrence of the disease known as European Foulbrood (EFB). Anti-
spore action and inhibitory activity were tested by determining the minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimal bactericidal (CBM) using the microdilution methodology (Resazurin Microtiter
Assay — REMA). It was also verified the action of EEP’s, antimicrobial peptides and major compounds
on bacterial plasmatic membrane, integrity as well as permeability, through protein release assays using
the Bradford methodology, nucleic acid release and efflux assays of potassium and phosphate ions. The
synergistic effect of natural antimicrobials with tetracycline was also evaluated, determined by the time
kill curve methodology, aiming at enhancing the effectiveness of these products. The three modes of
preparation of EEP’s showed similar antimicrobial activity, with analogous MIC and CBM values, 156.25
pg/mL for B. subtilis, and 78.12 pug/mL for P. alvei, except for the M+U ethanol extract that presented a
value of 156.25 pg/ml for CBM. It was observed that the peptides mellitin and nisin showed better activity
against B. subtilis with MIC values of 12.00 pg/mL and 37.50 pg/mL respectively, and CBM of 28.00
pg/mL for melittin and 37.50 pg/ml for nisin. For P. alvei, all products showed similar antimicrobial
effects, whether bactericidal or bacteriostatic, except for eugenol, which showed lower activity. As for
the anti-spore action, it is noted that P. alvei has a greater resistance to the products tested when compared
to B. subtilis. Melittin and nisin were the products with greatest spore reduction capacity at lower
concentrations, and for B. subtilis there was 100% reduction at concentrations of 6.25ug/mL and 0.78
pg/mL respectively, and for P alvei, reduction was 93% with melittin and 98% for nisin, at concentrations
of 80 pug/ml and 15 pg/ml respectively. As for the protein release tests, it was possible to observe a gradual
increase in extravasated protein concentrations as a function of time for all treatments, and for B. subtilis,
EEP’s and antimicrobial peptides showed greater protein release, and for P. alvei, EEP’s were the
treatments that showed the best effect on protein release. It was possible to observe the release of nucleic
acids after 4 hours of treatment with the products under study, thus indicating damage to the bacterial cell
membrane. Phosphate ion efflux showed better mellitin activity with the bacterias under study, with
release results ranging from 10 mg/L to 50 mg/L at a concentration of 2xCIM for B. subtilis, and from 10
mg/L to 25 mg/L at concentrations 1XCIM and 2xCIM, for P. alvei. For the potassium ion efflux assays,
the three methods of preparation of EEP’s obtained similar results, with a release of 450 mg/L at a
concentration of 2xMIC after 4 hours, for B. subtilis and P. alvei. The results from the time kill curve
assays showed synergism between all tested antimicrobials and tetracycline on both bacteria. It was
intended to clarify the action of the products on sporulated bacteria in order to obtain an antibacterial with
potential use in the management of apiaries with Apis mellifera bee, especially against the European
foulbrood disease, and thus, it can be concluded that the EEP’s, the antimicrobial peptides and the major
compounds used in the study, have antimicrobial activity and action on the bacterial cell membrane, and
that all tested products have potential as future antimicrobial agents with emphasis on melittin peptides
and nisin for its anti-spore activity.

Key words: Paenibacillus alvei, Bacillus subtilis, Apis mellifera, Melittin, Nisin, Eugenol,
Cinnamaldehyde, Tetracycline, Synergism.
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1. Introducéo

O amplo uso de farmacos antimicrobianos tem contribuido para a sele¢do, e com isto o
surgimento de micro-organismos resistentes aos farmacos convencionais, resultando em um
problema de saude publica, pois as doengas causadas por estes patdgenos ampliam os indices
de morbidade e mortalidade das populagdes, tanto para humanos como para animais.

Nesse contexto, é perceptivel o crescimento no nimero de pesquisas nas areas de produtos
naturais, pois sabe-se que esses produtos, a exemplo da propolis de Apis mellifera, como também
dos Gleos essenciais e extratos de espécies vegetais, tem revelado mdltiplas propriedades
bioldgicas com potencial reduzido de toxicidade além de potencialmente também mais aceitos
pela populacdo em geral.

Segundo reportado pela Embrapa (Lopes et al, 2004), no que diz respeito a enfermidades e
inimigos naturais das abelhas, a ocorréncia de doencas nas colmeias pode acarretar prejuizos
diretos pela diminuigéo da produtividade uma vez que o aumento da mortalidade, tanto de crias
como de abelhas adultas, leva a uma reducéo da populacdo da col6nia com consequente reducao
na producdo. Em casos mais graves, o apicultor poderd perder enxames, j& que as abelhas
africanizadas costumam abandonar as colmeias quando a populacdo se torna reduzida e na
ocorréncia de muita cria morta.

Diversas sdo as doencas que afetam as coldnias de abelhas em todo o mundo, tanto as crias
quanto as abelhas adultas. Elas sdo causadas por micro-organismos (bactérias, fungos, virus e
protozoarios) e animais, como acaro e besouro. Sem controle das doencas, as colmeias podem
sofrer perdas enormes em sua populacéo e, casos graves de infestacdo podem dizima-las. Por
iSs0, 0s apicultores precisam saber reconhecer essas ameagas a tempo e evitar a propagacao.

De acordo com Djordjevic et al (2000), o Paenibacillus alvei é uma bactéria com capacidade
de formar esporos sendo frequentemente isoladas em meios de culturas. O P. alvei, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium e Achromobacter eurydice sdo também frequentemente isolados
de larvas doentes de abelhas do mel (Apis mellifera) quando col6nias estdo infectadas com
Melissococcus pluton, agente causador da European foulbrood (EFB) (podriddo europeia ou
loque europeia). Segundo ainda os autores, na Australia por exemplo, o P. alvei era o terceiro
isolado mais comum em colmeias de abelhas do mel, enquanto E. faecalis, E. faecium e A.
eurydice eram raramente isolados em colmeias acometidas por loque europeia. Finalmente, o P.
alvei também pode produzir sinais em larvas que sdo similares aqueles produzidos por
Paenibacillus larvae subsp. Larvae, agente este responsavel pela American foulbrood (loque
americana, podridao americana) que é outra importante doenca em abelhas Apis mellifera.

O Bacillus subtilis é outro exemplo de bactéria formadora de esporos. Pode-se destacar o seu

uso potencial como agente de controle de patdgenos em plantas bem como biossurfactantes
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(Kaspar; Neubauer; Gimpel, 2019). Muito do que se sabe sobre o processo de esporulacdo de
bactérias se deve a pesquisas realizadas com B. subtilis, sendo esse considerado um organismo
modelo em estudo do género (Stewart, 2015)

Feitas as consideracOes anteriores, neste estudo verificou-se se alguns produtos
antimicrobianos naturais, sendo estes, extratos etanolicos de propolis de Apis mellifera,
peptideos antimicrobianos (nisina e melitina) e compostos majoritarios presentes em 6leos
essenciais (cinamaldeido e eugenol) apresentam acdo eficiente sobre duas bactérias
(Paenibacillus alvei e Bacillus subtilis) em especial sobre as respectivas formas esporuladas
destas bactérias, bem como também testar alguns possiveis mecanismos de a¢do destes produtos

€ compostos.

2. Revisdo bibliogréafica

Desde a antiguidade, as abelhas séo valorizadas pelos seus produtos e admiradas pelo seu
comportamento. Elas ja foram desenhadas em quadros e pinturas em cavernas, descritas em
manuscritos, livros cientificos, liricos, cunhas em medalhas, bijuterias, moedas e objetos de
barro. Sup8e-se que os egipcios foram os pioneiros na apicultura — arte de criar abelhas — tendo
0 mel sido considerado um medicamento popular com participacdo em um nlmero expressivo
de remédios utilizados naquela época (Couto & Couto, 2006).

As abelhas sdo responsaveis por indmeros beneficios ambientais e exercem papel
fundamental para o equilibrio da vida no planeta Terra. Sendo elas responsaveis por grande parte
da polinizacdo, o declinio no nimero e em espécies de abelhas, acarreta inUmeros prejuizos
globais, uma vez que a alimentagdo da populacéo depende dessa a¢do polinizadora (Potts et al.,
2016). Tais causas responsaveis por perdas e declinio relacionado a populacdo de abelhas sdo
especialmente as mudancas climaticas, uso de pesticidas e os patdgenos (Soroye, Newbold e
Kerr (2020).

As abelhas mais utilizadas comercialmente pertencem ao género Apis (Hymenoptera,
Apidae). Considerando a importancia quanto a producéo de derivados da colmeia, a espécie Apis
mellifera é a mais conhecida e utilizada comercialmente. Segundo Wiese (2005), a A. mellifera
L foi introduzida no Brasil no ano de 1839 vinda de Portugal. Na sequéncia, e com a chegada
dos imigrantes europeus, no ano de 1845, houve a introdu¢édo de uma raca alema denominada A.
mellifera mellifera, conhecida como abelha alema ou preta. Entre 1870 e 1880, houve outra
entrada de abelha no pais sendo esta de raca italiana denominada A. mellifera ligustica e,
finalmente em 1956, a introdugdo da raga africana denominada A. mellifera scutellata. A

consequéncia destas introducdes, e repetidos cruzamentos, é que ha no Brasil atualmente um poli
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hibrido da espécie A. mellifera com caracteristicas morfologicas e comportamentais chamada
popularmente de abelha africanizada que manteve muitas das caracteristicas da subespécie
africana, como maior produtividade, alta capacidade de enxameacao, maior resisténcia a doencas
e maior defensividade.

Dentre os produtos da colmeia, destaque sera dado a prdpolis. A palavra propolis significa
“pro”, a favor de, e “polis”, cidade, sendo seu significado muito adequado, dada a sua vasta
utilizacdo. E considerado um forte produto natural empregado na diminuicdo da abertura de
colmeias, assim como para cobrir paredes internas dessas e interior das células para defendé-las
dos micro-organismos, bem como possibilitar reparos dos favos estragados ou consolidar os
favos moveis. Na Figura 1 sdo apresentadas ilustracdes referentes a coleta de matéria para
producdo da prépolis, a elaboracdo propriamente dita e prdpolis bruta sendo preparada para
concepcao de seus derivados.

Atualmente a prépolis é usada como ingrediente em doces, produtos biofarmacéuticos e como
componente de cosmeéticos, e vem ganhando popularidade também como conservante natural e
fonte de compostos bioativos para alimentos e bebidas, contribuindo para melhorar o prazo de
validade dos produtos e saude dos consumidores (Gutiérrez-Cortés & Suarez Mahecha, 2014;
Duman & Ozpolat, 2015).

A prdpolis é considerada resultado da coleta de substancias de natureza gomosa, resinosa e/ou
balsamicas, recolhidas pelas abelhas especialmente de brotos, flores, cascas, latex, ramos, pélen
e frutos, entre outras partes de espécies vegetais presentes no ambiente em que se situa a colmeia.
As abelhas adicionam e modificam a composi¢do dos materiais coletados, através de secrecdes
préprias como a saliva, a partir da adi¢do de ceras, ou ainda pelo processo de digestdo do polen
pelas préprias abelhas (Fernandes Junior, 2012).

Analises de amostras de prdpolis de varias partes do mundo tém mostrado que a este produto
da colmeia pode conter mais de 300 compostos quimicos diferentes (Huang et al., 2014).
Conforme citado por Przybylek e Karpinski (2019) a propolis em seu estado bruto tem uma
composicao gque se aproxima ao apresentado na Figura 2.

Assim como sua composicao, a coloracdo da propolis também pode variar de amarelada,
parda, vermelho escuro, verde-limdo, cinza esverdeado e marrom, dependendo de sua
procedéncia (Couto & Couto, 2006).
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Figura 1. Fotos ilustrativas dos passos para elaboracdo da prépolis de Apis mellifera até
momento prévio ao preparo do derivado da prépolis.
http://espaber.uspnet.usp.br/espaber/wp-content/uploads/2011/09/raw-prépolis-
with-mortar.jpg. (Disponivel em 04/04/2012) (Fonte Fernandes Junior, 2012).


http://espaber.uspnet.usp.br/espaber/wp-content/uploads/2011/09/raw-propolis-with-mortar.jpg
http://espaber.uspnet.usp.br/espaber/wp-content/uploads/2011/09/raw-propolis-with-mortar.jpg
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Figura 2. Composicéao da propolis. Fonte: Przybylek e Karpinski (2019).

Os principais compostos presentes na propolis correspondem os éacidos fendlicos e ésteres,
flavonoides, terpenos, aldeidos aromaéticos e alcoois, acidos graxos, estilbenos e p-esteroides
(Watanabe et al., 2011). Amostras de propolis do Brasil apresentam diferencas em suas
composi¢les quimicas quando comparadas com amostras de zonas temperadas. Além disso,
diferencas também entre propolis de zonas tropicais foram detectadas em funcao da flora local e
area de coleta. Dentre essas amostras de propolis é possivel destacar a propolis verde, obtida a
partir do alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia), e mais recentemente, a propolis
denominada vermelha, obtida na regido norte do pais (Salomdo et al., 2008). Além disso,
mencionam 0s autores que enquanto a acdo antimicrobiana da prépolis europeia se deve a
presenca de flavonoides e dos derivados do acido cafeico, as de areas tropicais destacam-se como
compostos ativos os acidos fenoélicos e derivados prenilados.

A heterogeneidade quimica da propolis é facilmente compreensivel, pois essa é constituida
de uma mistura complexa de compostos derivados de plantas e processados por enzimas
presentes na saliva de abelhas. Assim, a composicdo da prépolis depende das plantas, das
estacOes em que as resinas sdo coletadas, e das espécies de abelhas. Esta diversidade quimica
traz uma questdo crucial de padronizacdo, mesmo que as abelhas por si s6 ndo mudem a
composicdo quimica (Bankova; Castro, Marcucci, 2000). Mantovani et al. (2008) avaliaram a
composicao quimica de amostras de propolis coletadas na regido Sul e Sudeste do Brasil, sendo
que a amostra originaria do Sul apresentou maior quantidade de flavonoides em sua composicéo,
enquanto que a amostra proveniente do Sudeste apresentou maior quantidade de compostos
fendlicos totais.

Os flavonoides e ésteres de &cidos fenolicos, sdo importantes compostos no que diz respeito

a atividade antimicrobiana (Sforcin et al. 2000) e também frequentemente reportados por sua
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atividade antioxidante que agem reduzindo a velocidade de oxidacéo resultando na reducao dos
radicais livres (Tungmunnithum et al., 2018).

A proépolis é considerada um eficiente antisseptico bem como demonstra as propriedades
bactericidas, bacteriostaticas, antifingicas, analgésicas, cicatrizantes, anti-inflamatorias e
anestésicas, conforme relatado por Couto & Couto (2006).

Estudos mostram importante acao antimicrobiana in vitro de extratos de propolis sobre micro-
organismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida guilliermondii isolados de
materiais biol6gicos humanos (Fernandes Junior et al., 1995), e amostras clinicas de S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa, E. coli e S. typhimurium (Sforcin et al.,, 2000). Os efeitos
antimicrobianos dos extratos de prdpolis podem ser observados em amostras de prépolis
coletadas em diferentes regides geograficas, como as obtidas no Brasil e na Bulgaria, que
mostraram efeito inibidor sobre linhagens de Salmonella isoladas de amostras biolégicas de
humanos (S. typhimurium), de alimentos (Salmonella enteritidis) e sobre duas linhagens padrdes
ATCC de S. typhimurium (13311) e outra de Salmonella thyphi (00238) (Orsi et al., 2007); efeito
de extratos etandlicos de propolis provenientes da Grécia e Chipre, frente a cepas bacterianas de
Shigella dysenteriae, S. thyphimurium, E. coli, Enterobacter aerogenes, S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus, Candida albicans e
Candida tropocalis (Kalogeropoulos et al., 2009), bem como acdo de extratos etandlicos de
prépolis coreana sobre Streptococcus mutans, S. aureus, Enterococcus faecalis e C. albicans
(Roh e Kim, 2018). O extrato da propolis mostrou-se eficaz também na inibicdo de Helicobacter
pylori (Shapla et al.,2018) e recentemente acdo de propolis sobre cepas resistentes de Neisseria
gonorrhoeae (Vicé et al., 2021).

Considerando as possibilidades de interacdes in vitro entre produtos naturais e farmacos
antibacterianos convencionais, Fernandes Junior et al, (2005) realizaram estudo que objetivou
testar efeito sinérgico da propolis com farmacos de uso na terapéutica de doencas infecciosas
sendo que nessa pesquisa foram testadas 61 isolados de S. aureus e 13 farmacos utilizando as
metodologias da difusdo a partir de discos (Kirby & Bauer) e pelo E-teste. Os resultados
mostraram que pela metodologia do disco, houve sinergismo entre o extrato de propolis com
cinco dos 13 farmacos testados (cloranfenicol, gentamicina, netilmicina, tetraciclina e
vancomicina), enquanto que pela metodologia do E-Teste, observou-se novamente o sinergismo
do extrato com os farmacos cloranfenicol, gentamicina, netilmicina, tetraciclina e também com

clindamicina.
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Avancando ainda nos estudos com propolis e sinergismo com outros produtos naturais, Probst
et al., (2011) reportaram interacGes sinérgicas em misturas preparadas de extratos etanolicos de
propolis de A. mellifera e 6leos essenciais de plantas (canela, gengibre, cravo da india e horteld
pimenta). Previamente foram determinados os valores de CIMagos% sobre 16 linhagens de S. aureus
e 16 de E. coli, isoladas de material clinico humano.

A prépolis também apresenta atividade antimicrobiana na prevencdo da céarie dental.
Conforme descrito por Rufatto et al. (2017), o extrato de prépolis apresentou eficacia, quando
comparado com tratamentos convencionais de aplicacao de fldor, reduzindo assim as ocorréncias
de leses cariosas.

Em estudo recente, Silva et al. (2021) relataram atividade antiparasitaria da propolis vermelha
sobre o helminto causador da esquistossomose, Schistosoma mansoni, agindo sobre parasitas
adultos e imaturos, sugerindo assim que a propolis pode ser mais eficiente para o tratamento da
doenca do que o medicamento usado atualmente.

Além da acdo antimicrobiana de extratos de propolis preparados de formas distintas, também
serdo abordados neste estudo aspectos da acao antibacteriana, incluindo agédo anti-esporo, de dois
peptideos antimicrobianos (nisina e melitina) e dos compostos majoritarios de 6leos essenciais
de duas plantas, o cinamaldeido e eugenol.

Os peptideos antimicrobianos sdo estudados a muito tempo como alternativa a resisténcia
bacteriana aos farmacos antimicrobianos, uma vez que estes se mostram menos provaveis a
resisténcia do que farmacos convencionais, bem como apresentam potencial de acdo de forma
sinérgica com esses (Hollman et al., 2018).

As bacteriocinas sdo pequenos peptideos produzidos por bactérias, sintetizados nos
ribossomos, e que possuem atividade contra outras bactérias (Cotter; Ross e Hill, 2013). A nisina,
um exemplo de peptideo antimicrobiano, é uma bacteriocina, produzida pela bactéria
Lactococcus lactis, com potencial de inibigdo do crescimento bacteriano, sendo seu principal
mecanismo de acdo, a formacgdo de poros nas membranas, apresentando também acdo sobre
esporos bacterianos (Moll, Konings e Driessen, 1999; Yeung; Gellatly e Hancock, 2011). Além
disso, a nisina apresentou sinergismo com farmacos como a oxacilina, o que pode minimizar
uma possivel toxicidade bem como a resisténcia bacteriana, uma vez que as doses terapéuticas
poderdo ser diminuidas para tal farmaco (Alves et al., 2020).

A melitina, é o principal componente da apitoxina (veneno de abelha) Apis mellifera,
compreendendo mais de 50% do peso seco do veneno (Haberman, 1972). E um peptideo
anfipatico, que apresenta atividade citolitica e age na membrana celular extraindo algumas
moléculas lipidicas, induzindo assim a formacdo de poros (Dempsey, 1990; Liu et al., 2018). A

melitina se destaca por sua atividade antibacteriana (Memariani et al., 2019), além de apresentar
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efeito sinérgico com a oxacilina, frente a cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
— MRSA (Pereira et al., 2020).

Os 0leos essenciais sao misturas de compostos volateis de origem vegetal (Baser e Buchbauer,
2015), que consistem em cerca de 20-60 componentes em Varias concentra¢des, sendo que nessa
mistura, dois ou trés constituintes estdo presentes em concentragdes relativamente altas (20-
70%) em comparacao com 0s outros, denominados estes como compostos majoritarios (Yap et
al., 2014). S&o de grande interesse das indUstrias cosmetica e farmacéutica, apresentando
propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticancer, antimutagénicas e
antidiabéticas (Raut e Karuppayil, 2014), e ja& demonstraram a existéncia de atividade
antibacteriana resultante de sinergismo quando testados em associacdo com extrato etanolico de
prépolis (Probst et al., 2011).

O cinamaldeido é o composto majoritdrio do Oleo essencial da canela
(Cinnamomum zeylanicum). Sua atividade antimicrobiana é bastante relatada, bem como acéo
anti-inflamatoria, angiogénica e cicatrizante (Silva et al., 2018). Vasconcelos; Croda e Simionato
(2018) relatam seus mecanismos de acdo, tais como alteragcdes na membrana celular e alteracéo
do perfil lipidico, inibicdo de ATPase, inibicdo da divisdo celular, inibicdo das porinas, inibicao
da motilidade, inibicdo do quorum sensing e formagdo de biofilme, bem como também acédo
sinérgica com farmacos antibacterianos.

O eugenol é o composto majoritario do 6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum).
Apresenta atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria e efeito anestésico (Kaur e
Kaushal, 2019). Também foram relatadas propriedades analgésicas, anticancer,
antiulcerogénicas, efeitos antiespasmddico e relaxante, anti-helminticos, antipiréticos,
antidepressivos, antiestresse, preservagdo 0ssea, intensificador de permeacao cutanea, além de
atividade inseticida e de controle de pragas (Kamatou; Vermaak e Viljoen, 2012), sendo,
portanto, de grande interesse para a industria cosmética, farmacéutica e na agricultura. Quanto
a sua atividade antibacteriana, s@o descritos mecanismos de agdo, como rompimento da
membrana celular, bem como atividade contra algumas enzimas bacterianas como protease,
histidina carboxilase, amilase e ATPase (Marchese et al., 2017).

As bactérias quando em estado vegetativo (metabolicamente ativas) se mostram mais
suscetiveis as possiveis variagdes ambientais. Algumas bactérias, como espécies de Bacillus e
Clostridium apresentam capacidade de formar esporos, conferindo-as uma maior resisténcia.

Os esporos sdo formados no interior das células bacterianas, e contém DNA, ribossomos, e
outros componentes essenciais, porém ndo apresentam atividade metabolica. Sdo altamente
resistentes ao calor, radiacdo e a compostos quimicos como desinfetantes. Essa resisténcia pode

ser mediada pelo acido dipicolinico, um quelante de ions célcio encontrado apenas em esporos
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de bactérias (Levinson, 2016). Seu revestimento é composto por proteinas especificas, e
encontra-se sob 0 exosporium, que é uma estrutura composta por proteinas e glicoproteinas,
localizado ao redor do esporo, estando presente em algumas espécies, como P. alvei, e ausente
em B. subtilis (Storz e Hengge, 2010).

Algumas espécies de Bacillus sdo agentes causadores de deterioracdo de alimentos e uma
grande variedade de doencas. Devido a sua capacidade de formar esporos altamente resistentes
ao calor, é de grande interesse desenvolver estratégias mais eficazes, pelas quais 0s esporos
possam ser inativados (Fan et al., 2019). A caracteristica de alta resisténcia dos esporos explica
a sua presenca em produtos alimenticios, onde em condi¢Bes favoraveis podem germinar,
causando assim a deterioracdo de alimentos e doencas humanas (Brown, 2000; Evelyn & Silva,
2018).

O Bacillus subtilis € uma bactéria Gram-positiva aerdbia facultativa e formadora de esporos
(Mazza, 1994). Ele pode ser isolado de véarios ambientes, como solos e habitats marinhos, e sua
utilizacdo da-se desde a producédo de enzimas e fermentacdo de alimentos, até o biocontrole na
agricultura (Kovacs, 2019).

O inicio do processo de esporulacédo de B. subtilis ocorre através da ativacdo do regulador de
transcricdo SpoOA, regulada por fosforilagcdo (Piggot e Hilbert, 2004). A vasta compreensao
quanto a sua bioquimica geral, fisiologia e genéticas, faz de B. subtilis uma bactéria de interesse

em estudos relacionados a formacao de esporos bacterianos (Figura 3) (Errington, 2003).
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Figura 3. Esquema simplificado, mostrando os estagios principais do ciclo de esporulacdo de
Bacillus subtilis. Fonte: Errington (2003).
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As abelhas podem ser acometidas por doencas, sendo causadas por inUmeros patdgenos como
bactérias, virus e fungos, que colocam em risco as colmeias (Doublet et al., 2015; Beaurepaire
et al., 2020; Boncristiani et al., 2020).

Paenibacillus alvei é uma bactéria considerada anaerdbia facultativa, Gram positiva e
formadora de esporos. Sao bactérias moveis, e seus movimentos se ddo por “enxameamento”,
movendo-se coletivamente, e quando expostas a antibidticos, observa-se uma menor taxa de
expansdo das colbnias e a formacgédo de padrées mais compactos (Cohen; Ron e Bem-Jacob,
2000). P. alvei, Brevibacillus laterosporus, Enterococcus faecalis e Achromobacter eurydice
ocorrem como patdgenos, acometendo abelhas durante surtos de podridao europeia (Djordjevic
et al., 2000; Forsgren, 2010).

Anandaraj et al. (2009), reportaram a coproducdo de dois diferentes novos peptideos
antimicrobianos e proteases especificas para a linhagem de P. alvei denominada NP75. Segundo
Djukic et al. (2012) foi observado junto a P. alvei, a presenca de genes putativos que codificam
um peptideo antimicrobiano, uma toxina binaria, uma toxina com atividade inseticida,
alveolisina e diferentes peptideos ndo ribossémicos para uma cepa de P. alvei DSM 29.

Conforme citado por Lacerda (2009), a chamada Cria Putrida Americana € um exemplo de
doenca que acomete as crias de Apis mellifera, sendo causada pela bactéria Paenibacillus larvae
(antigamente designada como Bacillus larvae), a qual forma esporos, que sao responsaveis pelas
novas infecgdes, uma vez que esses esporos sao ingeridos pelas larvas das abelhas e germinados
no intestino das mesmas, bem como a Cria Pdtrida Europeia, causada pela bactéria
Melissococcus pluton (antigamente designada como Streptococcus pluton).

A Melissococus pluton pode estar associada a outras bactérias, como o Bacterium eurydice
(atualmente Achromobacter eurydice) além do Paenibacillus alvei, resultando na Cria Putrida
Europeia (CPE), que ocorre em quase todos os paises, incluindo o Brasil, e causa grandes
prejuizos, atacando larvas jovens que morrem ainda na fase pré-pupa ou pupa jovem (ltagiba,
1997).

Na CPE, a cria morre entre 0 3° e 0 5° dia do estagio larval, apresentando uma consisténcia
pastosa. Essas bactérias sobrevivem até trés anos em restos secos de larvas mortas (Couto &
Couto, 2006). Na Cria Patrida Americana (CPA), a morte das crias ocorre na fase de pré-pupa,
Ou pupa jovem, que apresentam uma coloracdo de amarelada a marrom escura, com consisténcia
viscosa e cheiro forte (Couto & Couto, 2006).

O principal tratamento para a CPE, bem como o tratamento preventivo da CPA, é feito a base
de terramicina (Couto & Couto, 2006), uma tetraciclina, aprovada em 1950 pela FDA, obtida de

Streptomyces rimosus (Nelson e Levy, 2011).
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Sendo assim, com o presente estudo pretende-se contribuir com questfes relacionadas as
propriedades biologicas da propolis, dos peptideos antimicrobianos e dos compostos
majoritarios, especialmente para a acdo antibacteriana em especies formadoras de esporos (P.
alvei e B. subtilis) dada a importancia do P. alvei, que juntamente com outras bactérias, pode

provocar doencas especialmente em larvas de abelhas da espécie Apis mellifera.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a atividade inibidora de extratos etanolicos de propolis de Apis mellifera
preparados de trés formas distintas e de peptideos antimicrobianos (nisina e melitina) e
compostos majoritarios de 6leos essenciais (cinamaldeido e eugenol) sobre linhagem ATCC de

Paenibacillus alvei e sobre um isolado de Bacillus subtilis.

3.2 Objetivos especificos

Determinar acdo inibidora em células vegetativas e acdo anti-esporo dos varios produtos em
estudo utilizando a metodologia da microdiluicdo (Resazurin Microtiter Assay Plate — REMA);

Avaliar atividade dos produtos testados sobre integridade e permeabilidade da membrana
plasmatica bacteriana verificado pelo extravasamento de proteinas totais, efluxo de ions fosfato
e potassio e liberacdo de acidos nucléicos;

Testar o possivel sinergismo entre os produtos em estudo e o farmaco antibacteriano

tetraciclina utilizando metodologia da time kill curve.

4. Material e métodos

4.1 Obtencéo da propolis e preparo dos extratos etanolicos

Uma Gnica amostra de prépolis foi obtida de apiario mantido em propriedade denominada
Sitio Arvore Grande de propriedade do senhor Valdir Angelo Paniguel (22°55710° S e 48°29735”
O) localizada no municipio de Botucatu, Estado de S&o Paulo. Este apiario é constituido por
enxames de abelhas Apis mellifera africanizadas, alojadas em colmeias padrdo Langstroth,
distribuidas ao acaso e manejadas para a producdo de mel, cuja florada foi classificada como do
tipo silvestre tendo a coleta da propolis sido feita em novembro de 2018 pela raspagem com

formdo da propolis aderida nas partes internas das colmeias (adaptado de Inoue, 2007). Apos
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coleta, a prépolis foi acondicionada em recipiente de vidro e mantida em freezer (£20°C) até o
momento do processamento para obtencao dos respectivos extratos etanolicos de propolis (EEP).

Foram utilizados, conforme descrito por Escriche & Juan Borras (2018) modificado (Figura
4), trés diferentes métodos de extracdo alcoolica para obtengdo dos EEP sendo a Dupla
Maceragdo (M+M), a Dupla Ultrasonicacdo (U+U) realizada em banho Ultrassonico (Vide foto
9 em Apéndice) e a Maceracgdo/Ultrasonicacdo (M+U). Os extratos assim preparados tiveram na
sequéncia a determinacdo dos respectivos pesos secos (mg/mL), sendo que para isso, aliquotas
de 1 mL de extrato foram colocados em cadinhos preparados com papel aluminio que foram
mantidos em estufa BOD com temperatura de 37°C durante 24 horas, e quando totalmente
evaporado o volume, o restante permanecido no cadinho foi pesado e este foi considerado o0 peso

seco (Orsi et al., 2000) (Vide secdo Apéndice foto nimero 8).
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Dupla Macerag¢io (M+M)
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Figura 4. Fluxograma dos processos de preparos dos trés extratos etanolicos de prépolis (EEP)

utilizados neste estudo.
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Dupla Maceracao (M+M): 7,5 gramas da propolis bruta foram dissolvidas em 25 mL de
etanol 70% (70 mL etanol em 30 mL de &gua destilada estéril). Esta mistura foi mantida em
agitacdo constante, utilizando uma mesa agitadora, durante 24 horas em temperatura ambiente e
longe da luz. Apds esse periodo foi feita a filtracdo, separando o residuo por meio de papel filtro,
sendo o filtrado assim obtido considerado a primeira extragdo. Para a segunda extragdo, um
processo idéntico foi realizado com o residuo (material retido no filtro) da primeira extracéo,
obtendo-se assim um segundo filtrado apds 24 horas nas mesmas condi¢des da primeira extracao.
Ambos os filtrados (12 e 22 extracao) foram alocados em baldo volumétrico e completado volume

até 50 mL com etanol 70%.

Dupla Ultrasonicagdo em banho ultrassonico (U+U): Tal como descrito previamente, 7,5
gramas da propolis bruta foram dissolvidas em 25 mL de etanol 70%. Nesse processo, a extracao
se deu entdo por uso de um banho ultrassénico (vide secdo Apéndice foto nimero 9) a 25°C por
um periodo de 30 minutos. O processo de filtracdo se deu conforme o realizado no método de
Dupla Maceracdo. Ao residuo obtido da primeira extracdo foi novamente acrescentado 25 mL
de etanol 70%, tendo sido feita nova extracdo utilizando o banho ultrassénico nas mesmas
condigdes da primeira extragdo seguido de nova filtragdo. Ambos os filtrados (12 e 22 extragéo)

foram alocados em baléo volumétrico, e completado volume até 50 mL com etanol 70%.

Maceracéao associada ao uso de banho ultrassénico — Maceracgdo/Ultrasonicacdo (M+U):
Neste procedimento, a primeira extracdo (7,5 gramas em 25 mL de etanol 70%) foi realizada
conforme descrita para 0 método de Maceracéo, sendo posteriormente submetida a uma segunda
extracdo conforme descrita para 0 método de Ultrasonicacdo. Novamente ambos os volumes (12
e 22 extragdo) obtidos das duas formas descritas foram misturadas e completado volume para 50
mL utilizando etanol 70%.

Finalizando a questdo do preparo dos EEP, merece destaque o fato que as trés formas de
preparo permitem obter um extrato considerado 15%, ou seja, 7,5 gramas em um total de 50 mL
de etanol 70%, ou 15 gramas por 100 mL de etanol 70%.

Visando repeti¢do para o preparo dos extratos, foram realizadas duas extracdes em momentos
distintos (abril e maio de 2019) (Figura 5) para a mesma amostra de prdpolis bruta e utilizando
as mesmas técnicas de preparo, ou seja, Maceracdo/Maceracdo (M+M),
Maceracao/Ultrasonicagcdo (M+U) e Ultrasonicacdo/Ultrasonicagdo (U+U). Posteriormente, foi
feita a mistura de ambos os extratos assim obtidos, e realizada a devida caracterizacdo quimica
desses, e esses novos extratos resultantes da mistura foram utilizados em todos o0s ensaios

microbioldgicos bem como considerados para a discussdo dos resultados obtidos.
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Figura 5. Esquema das etapas do processo das trés formas de extragdo dos extratos etanolicos

de propolis (EEP).

4.2 Peptideos antimicrobianos e compostos majoritarios de 6leos essenciais

Os peptideos antimicrobianos melitina e nisina foram obtidos da marca Sigma Aldrich, tendo

pureza ao redor de 63% e 2,5% respectivamente. Segundo informacdes do distribuidor da nisina

(Nisin from Sigma Aldrich® do Brasil, produto codigo 8 N5764-5G) esta tem peso molecular

de 3.354,07 g/mol, sendo a poténcia do produto correspondente a 1.000,000 Ul (Unidades

Internacionais) /grama. Considerando a grau de pureza de 2,5%, calculou-se em 40 Ul/ug de

nisina pura contida no produto adquirido. Com relagcdo aos compostos majoritarios, para o
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cinamaldeido, a densidade foi igual a 1,05 g/mL e grau de pureza maior que 95%. O eugenol

apresentou densidade igual a 1,06 g/mL e grau de pureza ao redor de 99%.

4.3 Anélise quimica dos EEP e acao antioxidante

As analises foram realizadas no laboratério sob responsabilidade da Profa. Titular Giuseppina
Pace Pereira Lima (Departamento de Ciéncias Quimicas e Bioldgicas -IBB). Tais analises foram
realizadas para todos os extratos obtidos nas duas extragoes realizadas (abril e maio de 2019).

A andlise de compostos fendlicos totais do EEP foi feita de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau conforme descrito por Woisky & Salatino (1998)
utilizando acido galico como padréo, sendo a absorbancia medida em espectrofotémetro (UV
Mini-1240) a 740 nm e os resultados expressos em equivalentes de acido galico (mg/g). As
analises de flavonoides totais dos EEP foram realizadas por reacdo colorimétrica, conforme
protocolo proposto por Park et al, (1998), a partir da mistura de 0,5 mL do extrato etanélico de
préopolis, 4,3 mL de etanol 80%, 0,1 mL de nitrato de aluminio 10% e 0,1 mL de acetato de
potassio 1 mol/L. Ap6s 40 min, a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 425 nm e o
conteudo de flavonoides expresso em equivalentes de quercetina (mg/g).

A verificacdo da atividade antioxidante dos EEP’s, foi dada pela avaliacdo da atividade
sequestrante do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). A mistura da reac¢do consistiu na
diluicdo de 0,1 mL de cada extrato etanolico de propolis e 0,4 mL do extrator, 3 mL de etanol, e
0,3 mL da solucdo 0,5 mM do radical DPPH, e apds 45 minutos, foi realizada uma leitura de

absorbancia a 517 nm.

4.4 Testes de sensibilidade bacteriana

4.4.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragédo
Bactericida Minima (CBM)

Os ensaios microbioldgicos foram realizados com Bacillus subtilis (isolado de solo)
fornecido pela Profa. Luciana Francisco Fleuri - Departamento de Ciéncias Quimicas e
Bioldgicas-1BB) e Paenibacillus alvei (ATCC 6344). Para obtengdo das CIMs, foram realizados
ensaios de sensibilidade de acordo com a metodologia da microdiluicdo, em microplacas de Elisa
de 96 pogos, também conhecida como Resazurin Microtiter Assay Plate - REMA (Martin et al.,
2003), sendo as concentragOes obtidas inicialmente em Mueller Hinton Caldo, porém, como o
crescimento da bactéria P. alvei ndo se mostrou abundante neste meio, optou-se pela troca para
0 meio de Brain Heart Infusion Broth (BHI). Foram preparadas suspensdes bacterianas de acordo

com a escala 0,5 de McFarland que corresponde a 1,5 x 108 unidades formadoras de colonias



31

por mL (UFC/mL), seguido de inoculacé@o das bactérias nos respectivos pocos das microplacas
com uma concentracdo bacteriana corrigida para o equivalente a 105 UFC/mL. As placas foram
entdo incubadas a 37°C por 24 horas. Os ensaios foram realizados com os EEP’s, os peptideos
antimicrobianos melitina e nisina, compostos majoritarios cinamaldeido e eugenol e a
tetraciclina, além de controles positivos e negativos, ou seja, BHI inoculados e ndo inoculados
com as bactérias, e dos controles do alcool 70% e DMSO (dimetilsulféxido), utilizado para
homogeneizagdo dos EEP’s e dos compostos majoritarios com o meio de cultura (CLSI, 2015,
2018). Esses experimentos foram realizados em duplicatas.

Apos incubagdo, foram realizadas as leituras dos respectivos valores de CIM, definida
como a menor concentracdo de cada composto antimicrobiano capaz de inibir o crescimento
bacteriano. Isso foi feito pela impressdo visual, ou seja, inicialmente a turvacdo do meio liquido
bem como logo em seguida a adicdo do composto revelador de oxirreducdo resazurina (0,05%),
sendo verificado o crescimento quando a coloragdo mudou da cor violeta para rosa.

Para obtencdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram preparadas subculturas
a partir das concentracdes testadas nos ensaios de microdilui¢do utilizando placas de BHI &gar.
Apds este procedimento, as placas foram incubadas em estufa a 37°C/24 horas e na leitura foi
anotada a menor concentracdo em que ndo foi possivel visualizar a formacgdo de col6nias
(NCCLS, 1999).

Em secdo Apéndice sdo apresentados alguns aspectos morfoldgicos (morfologia colonial
e coloracdo de Gram) das bactérias em estudo (Fotos 1 a 5) além de imagens sobre 0s ensaios

dos testes de sensibilidade (Fotos 8 e 9).

4.4.2 Ensaios para verificacdo de interagdes (sinergismo) pela metodologia da curva
de sobrevivéncia

Apos a realizacdo dos ensaios de microdiluicdo para obtengdo dos valores de CIM, foram
realizados os ensaios para ambas as bactérias visando obter as curvas de sobrevivéncia (time kill
curve), com objetivo de visualizar interacdes sinérgicas entre a tetraciclina com os diferentes
EEP’s, os peptideos antimicrobianos melitina e nisina, € 0s compostos majoritarios cinamaldeido
e eugenol.

A metodologia foi realizada de acordo com o CLSI (1999; 2012) com modificacdes e que
prevé o uso de 1x a CIM para os compostos isoladamente (ensaios controles) e combinacdes dos
respectivos agentes antimicrobianos nas proporg¢des de Y2 da CIM dos EEP’s, melitina, nisina,
cinamaldeido e eugenol bem como também com % da CIM para o farmaco antibacteriano
tetraciclina, sobre as bactérias P. alvei e B. subtilis com in6culo padronizado pela escala 0,5 de

McFarland. O meio de cultura utilizado foi o BHI. As placas foram incubadas a 37°C por 24
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horas em leitor de microplacas (Epoch 2 — BioTek) e as leituras de densidade Optica (600 nm)

foram realizadas, durante 24 horas sendo estas tomadas em intervalos de 1 hora.

Com os valores obtidos, foram preparados os respectivos graficos para visualizacdo das
interacOes entre as combinacdes testadas, e quando a interacdo foi sinérgica, foi verificado se ela
ocorreu de modo bactericida ou bacteriostatico (NCCLS, 1999). Esse experimento foi realizado
em duplicata.

Paralelamente a este procedimento, ou seja, time kill curve pela determinacdo da DO,
também foram preparados os mesmos experimentos e respectivos tratamentos, sendo que nos
tempos 0, 2, 4, 8 e 24 horas foram tomadas aliquotas dos cultivos e semeadas em placas de BHI
agar (subculturas para contagem em placa), que apos incubacdo a 37°C/24 horas foram feitas
contagens de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL) para verificagdo de perfil de
crescimento em funcéo do tempo visando determinacéo de ocorréncia ou ndo de sinergismo, bem
como uma vez havendo indicio de sinergismo se este foi do tipo bactericida ou bacteriostatico.

Os valores de UFC/mL foram calculados e transformados em Log de UFC/mL. Os efeitos
sinérgico ou antagonista foram estabelecidos de acordo com a reducéo ou aumento de 2-loguo,
respectivamente, nas contagens bacterianas no periodo de 24 horas, bem como também foi
considerado bactericida quando se observou uma redugdo de >3-logio UFC/mL a partir do

indculo inicial (Dosler et al., 2015).

4.5 Acao anti-esporo das bactérias testadas

4.5.1 Obtencéo das bactérias estudadas na forma esporulada

O estimulo a esporulacéo das bactérias, e obtencgdo das suspensdes de esporos, foi realizado
de acordo com o método proposto por Silva et al. (2012), modificado conforme Fan et al. (2019).
As bactérias B. subtilis e P. alvei foram mantidas em meio sélido para esporulacao, sendo este
preparado em nosso laboratorio e cuja composi¢ao quimica foi por litro de meio, 10g de peptona,
3g de extrato de carne em p@, 59 de cloreto de potassio (KCI), 15¢g de agar e 0,2g de cloreto de
manganés (MnCl2). As placas foram incubadas a 37°C por 10 dias e ao final deste periodo foram
preparadas laminas coradas pelo método de Wirtz, consagrado na visualizagdo de esporos (vide
secdo Apéndice fotos 6 e 7). Tal coloracdo indicou que as bactérias visualizadas na lamina
correspondiam a uma quantidade bastante elevada de esporos. Feito isto, 0s esporos presentes
nas culturas apos esse periodo foram raspados da superficie do dgar com um bastédo de vidro
esteril, e suspensos em agua destilada estéril. Apds essa coleta, iniciou-se a etapa de purificacéo
dos esporos para eliminacgdo das células vegetativas remanescentes. A suspensao de esporos foi

entdo aquecida a 80° C por 20 minutos. Os pellets de esporos foram obtidos por centrifugacéo e
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lavagem por 6 vezes com agua destilada esteril a 3300 G e 4°C durante 15 minutos. Os esporos
obtidos pela centrifugacg&o final, foram ressuspensos em agua destilada estéril e feita sonicacao
durante 1 minuto em banho ultrassdnico (Apéndice foto nimero 9), seguida do plagueamento
para contagem. A suspensdo purificada foi entdo armazenada em local escuro, a 4°C, até o

momento do uso nos ensaios (Apéndice foto nimero 7).

4.5.2 Ensaios para agdo anti-esporo

A determinacdo da acdo anti-esporo foi feita pela adi¢do dos EEP’s, melitina, nisina,
cinamaldeido, eugenol e tetraciclina em contato com suspens@es de esporos obtidas das bactérias
em estudo, utilizando uma adaptacao do ensaio de microdiluicdo em microplacas de Elisa de 96
pocos, sendo as concentracdes dos produtos obtidas diretamente em agua destilada estéril. As
suspensdes dos esporos foram padronizadas segundo a escala 0,5 de McFarland, seguido da
inoculacéo (ao redor de 10* esporos por mL), dos esporos bacterianos nos respectivos pocos das
microplacas, que entdo foram colocadas em agitacdo mantidas em temperatura ambiente por 24
horas. Os ensaios foram realizados com os EEP’s, os peptideos antimicrobianos, os compostos
majoritarios, e a tetraciclina, além de controles positivos e negativos, ou seja, agua destilada
estéril inoculados e ndo inoculados com esporos das bactérias em estudo, além do controle do
etanol 70% e DMSO (dimetilsulfoxido). Esses experimentos foram realizados em duplicatas.

Para verificacdo da reducdo ou ndo na contagem de esporos, foi realizado o cultivo, ou
seja, foram preparadas subculturas a partir das concentragfes testadas nos ensaios de
microdiluicdo, utilizando placas de BHI &gar semeadas com aliquotas de 10 pL de cada
tratamento realizado. Apos este procedimento, as placas foram incubadas a 37°C/24 horas, e em
seguida realizadas as contagens, com auxilio de contador de col6nias digital da marca Phoenix
seguido da obtencdo dos respectivos valores de Log. Vale destacar que a contagem inicial
também foi obtida por ocasido da adi¢do dos esporos nas respectivas concentragdes dos produtos
antibacterianos visando comparar contagem de esporos antes e apds o periodo de duracdo do

experimento.

4.6 Efluxo de ions potassio e fosfato

Os ensaios foram realizados de acordo como o0 método de Lee, Kim e Shin (2002) modificado.
Foi feita a determinacdo das concentragdes de ions fosfato e potassio, para as bactérias B. subtilis
e Paenibacillus alvei, utilizando os kits Potassium test kit MQuant® e Phosphate test kit
MQuant® conforme protocolo do fabricante, nos intervalos de tempo de 0 horas e 4 horas.

As bactérias foram padronizadas e diluidas em &gua peptonada preparada (8,5g de cloreto de

sodio, 1g de peptona em 1 litro de 4gua destilada estéril), e submetidas a concentraces de 1 e 2
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vezes o valor de CIM previamente determinados nos ensaios de microdiluicdo com os produtos

em estudo além da tetraciclina.

4.7 Liberacéo de proteinas através da membrana

A integridade celular das bactérias B. subtilis e P. alvei , foi determinada pela quantificacdo
da concentracdo de proteinas no sobrenadante, ou seja, proteina liberadas ap6s submissdo aos
tratamentos com os produtos antimicrobianos em estudo utilizando para isto o método de
Bradford (Bradford, 1976). Os tratamentos utilizados foram os EEP’s, os peptideos
antimicrobianos melitina e nisina, 0s compostos majoritarios cinamaldeido e eugenol e a
tetraciclina.

As bactérias foram inoculadas em meio BHI e incubadas a 37°C por 24 horas. Em seguida, 0
meio contendo o crescimento bacteriano foi separado em tubos tipo falcon com os tratamentos,
em concentracdes de 1 e 2 vezes o valor de CIM obtido previamente nos ensaios de microdilui¢éo
para ambas as bactérias em estudo com andlises feitas nos tempos 0, 2 e 4 horas. As amostras
foram entdo transferidas para tubos eppendorffs e centrifugadas a 10.000 G por 7 minutos a 4°C
sendo os sobrenadantes transferidos com o reagente para uma microplaca de Elisa de 48 pocos

que posteriormente foi lida a 595nm. O experimento foi realizado em duplicata.

4.8 Integridade da membrana celular

A integridade da membra celular foi determinada através da liberagdo dos constituintes
intracelulares para o meio, conforme o método modificado de Lv et al., (2011). Células
provenientes de 50 mL das culturas de B. subtilis e P. alvei foram coletadas apos centrifugacao
(15 min, 5000 G), lavadas 3 vezes e ressuspendidas em PBS. 40 mL da suspensdo celular foi
incubada a 37°C por 4h com os tratamentos em estudo, os EEP’s, os peptideos antimicrobianos,
0s compostos majoritarios e a tetraciclina, nas concentracfes de 1XCIM e 2xCIM. As culturas
foram centrifugadas a 8000 G por 5 min e a concentracdo de &cidos nucléicos liberados no
sobrenadante foi determinado medindo-se a absorcdo UV a 260 nm em espectrofotdmetro nos
tempos Oh, 2h e 4h.

5. Analise estatistica
Os dados foram submetidos ao teste de One-Way ANOVA seguido pelo teste de comparacgao
multipla de Dunn. Valores de p < 0,05 foram considerados para denotar diferenca estatistica

significativa. As andlises foram feitas no GraphPad Prism 9.2®.
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6. Resultados e discussdo

6.1 Compostos fenolicos totais, flavonoides e acdo antioxidante

Os valores obtidos para os parametros teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e acdo
antioxidante, esse Ultimo feito para a avaliacdo da atividade sequestrante do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), s&o apresentados na Tabela 1. Vale destacar que esses valores
representam resultados obtidos em triplicata determinados nas misturas dos dois EEP’s
preparados em dois momentos, segundo as formas de preparo e que foram utilizados em todos
0S experimentos.

Observa-se que o EEP preparado por dupla ultrasonicacdo (U+U) apresentou o maior teor de
compostos fendlicos (510,066 mg/100mL) tendo valor intermediario no teor de flavonoides
(344,705 mg/100mL). Por outro lado, embora o extrato de propolis M+U tenha tido menor teor
de compostos fenolicos (433,024 mg/100mL), esse apresentou maior teor de flavonoides
(391,764 mg/100mL).

Tabela 1- Valores obtidos para os parametros de caracterizacdo quimica dos extratos etanélicos

de propolis.
Fenolicos totais Flavonoides DPPH
(mg/100mL) (mg/100mL) (mg/100mL)
EEP U+U* 510,066 + 7,226° 344,705 + 7,843% 54,669 + 0,697
EEP M+M** 500,387 + 14,195® 302,875 +0,0? 55,061 +1,2202
EEP M+U*** 433,024 + 2,581° 391,764 + 2,614° 40,025 + 0,348"

*Dupla Ultrasonicacéo em banho ultrassdnico **Dupla Maceragdo ***Maceracéo associada ao uso de banho ultrassonico —
Maceragéo/Ultrasonicagdo.

Letras diferentes na coluna representam diferengas significativas entre os diferentes métodos de extragdo quando p< 0,05.

Feita a analise estatistica, observou-se que os extratos U+U e M+M apresentaram resultados
semelhantes quanto a atividade antioxidante, medida pelo DPPH e a quantidade de fendlicos
totais. Esses resultados se mostram de acordo com a literatura, conforme estudo de Andrade et
al. (2017), onde relatam que a atividade antioxidante da prdpolis se deve principalmente aos seus
compostos fenolicos. O extrato M+U apresentou maior quantidade de flavonoides, porém os
valores de fenolicos totais e DPPH mostraram-se menores, diferindo assim dos demais EEP’s.
Bridi et al. (2015) relata que a quantidade desses compostos nédo reflete necessariamente uma
maior atividade antibacteriana, e sugere que outros testes, como por exemplo, Capacidade de
Absorcdo do Radical de Oxigénio (ORAC) e os proprios testes antimicrobianos, devem ser
considerados no estabelecimento de padrdes internacionais de qualidade para a propolis.
Ghasemi et al. (2009) apontam que o valor de flavonoides pode nem sempre estar relacionado a

atividade antioxidante, e que dependendo de sua conformacéo estrutural, flavonoides com uma
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determinada estrutura, podem ou néao apresentar atividade de eliminacéo de radicais. Escriche &
Juan Borras (2018) destacam a importancia da realizacdo de uma dupla extragdo na mesma
amostra de propolis, e que 0 método de preparo U+U mostrou-se como a melhor alternativa de
extracdo de compostos fendlicos na propolis, pois esse procedimento economiza um tempo

consideravel, uma vez que requer apenas uma hora mesmo apds a realizacdo das duas extracdes.

6.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Considerando o ponto principal deste estudo, que ¢ a a¢do inibidora, os resultados das CIM’s
¢ das CBM’s sdo apresentados na Tabela 2. Nessa tabela, sdo apresentados os valores tanto para
0s extratos etandlicos de propolis como também para os demais antimicrobianos testados
(melitina, nisina, cinamaldeido e eugenol), além da tetraciclina.

Os EEP’s apresentaram resultados significativos, uma vez que 0s ensaios controle feitos com
o etanol ndo apresentaram atividade bacteriostatica ou bactericida, mantendo os valores
extremamente elevados (>3950 pg/mL) tanto para CIM como CBM. Observa-se que os valores
de CIM e CBM foram praticamente os mesmos para as diferentes formas de extragdo dos EEP’s,
com excecdo do extrato M+U que apresentou valor de CBM de 156,25 pug/mL para P. alvei,

diferindo assim dos demais EEP’s que apresentaram valores menores (78,12 png/mL).

Tabela 2. Valores obtidos (pug/mL) para Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM) para todos os antimicrobianos testados utilizando a
metodologia da microdiluicéo.

CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)

P. alvei B. subtilis P. alvei B. subtilis
EEP U+U 78,123 156,25% 78,12% 156,25%
EEP M+M 78,12% 156,25% 78,12% 156,25%
EEP M+U 78,123 156,25% 156,25 156,25%
Alcool 70% >3.950,00 >3.950,00%% >3.950,00% >3.950,00%%
Cinamaldeido 39,06% 312,502 78,12% 312,50%
Eugenol 312,50% 1250,00% 625,00 2500,00%
Melitina 50,00% 12,00% 50,00% 28,00%
Nisina 50,00% 37,50%% 50,00% 37,504
Tetraciclina 2,34% 0,58 4,68% 0,58¢

*Dupla Ultrasonicacéo em banho ultrassénico **Dupla Maceragdo ***Maceragdo associada ao uso

de banho ultrassdnico — Maceragdo/Ultrasonicagao.

Letras diferentes na coluna representam diferencas significativas de atividade antimicrobiana entre os produtos para 0 mesmo microrganismo
quando p< 0,05. Simbolos diferentes nas linhas representam diferengas significativas de atividade antimicrobiana de um mesmo produto
frente a microrganismos diferentes quando p< 0,05.
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Para ambas as bactérias, os trés modos de preparo dos EEP’s apresentaram valores
semelhantes de CIM e CBM, 156,25 pg/mL para B. subtilis, e 78,12 pg/mL para P. alvei, exceto
para 0 extrato M+U que apresentou valor de 156,25 pg/mL para CBM. Corroborando com
estudos anteriores, a propolis apresenta significante acdo antibacteriana sobre P. alvei e B.
subtilis (Dezmirean, 2017; Abdullah, 2019).

Com esses resultados, nota-se que ndo houve uma relacdo direta entre o conteldo de
compostos fendlicos totais e flavonoides com acdo antibacteriana, pois conforme mencionado,
ndo houve diferenga nos valores de CIM para as bactérias em fungdo da composigdo quimica
dos respectivos EEP. Espera-se que um maior teor de compostos fendlicos totais e flavonoides
estejam relacionados a melhores efeitos antibacterianos, porém conforme relatado em estudos, a
quantidade desses compostos nem sempre refletem uma maior atividade antibacteriana
(Przybylek e Karpinski, 2019).

O avanco das técnicas de extragdo de compostos vegetais mostra-se cada vez mais necessario,
buscando vantagens e uma maior eficiéncia no processo, como menor tempo de extracéo
(Belwal, 2018). Sendo assim, 0 método de extracdo U+U apresentou a vantagem de ser um
processo mais rapido se comparado aos outros metodos descritos, sem influenciar
significativamente a atividade antimicrobiana. Segundo Bankova; Trusheva e Popova (2021), o
processo de extracdo utilizando banho ultrassonico parece ser o método ideal, levando em
consideracdo o tempo e o rendimento da extracdo, bem como o custo-beneficio.

Para B. subtilis, os peptideos antimicrobianos melitina e nisina apresentaram 0s menores
valores tanto inibitdrios quanto bactericidas, sendo para melitina 12,0 pg/mL e 28 pg/mL de
CIM e CBM respectivamente, e para nisina 37,50 pg/mL em ambas concentragdes. Encontra-se
na literatura resultados semelhantes aos obtidos, que mostram atividade antimicrobiana da
nisina, bem como do veneno de abelhas sobre B. subtilis (Mahfouz et al.,2020; Roshanak et al.,
2020).

Para P. alvei, todos os produtos apresentaram efeitos similares de acéo antimicrobiana quanto
aos valores de CIM e CBM, exceto o eugenol que apresentou valor de CBM significativamente
maior (625 pg/mL). Embora n&o haja muita informacéo na literatura sobre atividade de produtos
naturais junto a P. alvei, Sahinler e Kaftanoglu (2005) reportaram em seu estudo a atividade
antibacteriana da prépolis sobre P. alvei. O cinamaldeido mostrou o menor valor de CIM junto
a P. alvei, 39,06 pg/mL e CBM de 78,12 pg/mL. Resultados semelhantes sédo descritos na
literatura, como a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais sobre P. larvae, mesmo género
de P. alvei (Gonzélez, Marioli, 2010; Vaucher et al., 2015). Melitina e nisina apresentaram 0s
menores valores de CIM (50 pg/mL), resultado esse que se repetiu também com a CBM para

ambos os peptideos. A apidaecina, um peptideo isolado a partir da hemolinfa de abelhas
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apresentou atividade inibitoria sobre P. alvei em concentracdo de 100 pg/mL, valor portanto,
mais elevado que os apresentados pelos peptideos antimicrobianos nisina e melitina (Casteels et
al., 1990)

Quando comparadas as duas bactérias, foram encontrados os mesmos efeitos antimicrobianos
de cada produto, compatibilizando com o fato de os produtos testados apresentarem mecanismos
de acdo semelhantes por atuarem na membrana das células bacterianas.

Quanto ao antibidtico tetraciclina, os valores se mantiveram, conforme esperado, menor ou
igual a 4,68 pg/mL para as bactérias no seu estado vegetativo, sendo novamente o B. subtilis o
mais sensivel (0,58 pg/mL) tanto para CIM como para CBM. Desta forma conclui-se que os
antimicrobianos testados foram capazes de inibir o crescimento das bactérias na fase vegetativa
de forma bastante eficiente.

Outros produtos naturais, extratos de folha e flores de ervas medicinais, mostraram acao
antibacteriana frente ao P. alvei, com resultado de CIM variando entre 80 pg/mL e 2500 pg/mL,
e para B. cereus, mesmo género de B. subtilis, a CIM mostrou variacéo entre 31 pg/mL e >5000
pg/mL (Hassan et al., 2014). Assim, dados encontrados na literatura também mostram acéao

inibidora, estando em concordancia com os resultados obtidos neste estudo.

6.3 Acdo anti-esporo

Uma vez determinadas CIM e CBM para as bactérias na forma vegetativa, o estudo teve
também por objetivo, verificar a acdo esporocida ou inibidora de esporo. Na Tabela 3 séo
apresentados 0s maiores valores percentuais na taxa de reducgdo da contagem de esporos de B.

subtilis e P. alvei além das respectivas concentracoes.

Tabela 3 — Valores dos percentuais de reducdo (%) obtidos pela contagem de esporos que
germinaram ap6s 24 horas de contato com os tratamentos para as bactérias B. subtilis
e P. alvei e as respectivas concentragdes (ug/mL).

Tratamentos B. subtilis P. alvei
EEP U+U* 83% - 6.000 95% - 16.000
EEP M+M** 92% - 2.000 79% - 12.000
EEP M+U*** 86% - 8.000 81% - 14.000
Alcool 70% 82% - 20.000 33% - 20.000
Cinamaldeido 95% - 8.000 87% - 8.000
Eugenol 87% - 6.000 89% - 8.000
Melitina 100% - 6,25 93% - 80
Nisina 100% - 0,78 98% - 15
Tetraciclina 94% - 300 99% - 300

*Dupla Ultrasonicagdo em banho ultrassonico **Dupla Maceragdo ***Maceragdo associada ao uso
de banho ultrassdnico — Maceragédo/Ultrasonicagao.
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O P. alvei na forma esporulada apresentou maior resisténcia aos produtos testados, quando
comparados a B. subtilis. A presenca do exosporium em P. alvei pode ser um fator para essa
tolerdncia aos tratamentos, uma vez que essa estrutura pode conferir uma maior resisténcia a
esses esporos (Henriques, Moran Jr., 2007; Stewart, 2015). A tetraciclina, que apresentou 0s
valores mais baixos de concentracao inibitdria junto as bactérias em seu estado vegetativo (CBM
de 4,68 pg/mL para P. alvei e 0,58 pg/mL para B. subtilis), mostrou-se menos eficaz sobre a sua
forma esporulada, sendo capaz de reduzir 94% e 99% de esporos de B. subtilis e P. alvei
respectivamente, a uma concentragdo de 300pg/mL.

Estudos sugerem que bactérias formadoras de esporos podem desempenhar um papel
importante na evolucéo e disseminacgdo da resisténcia a antibidticos, devido a sua capacidade de
resistir aos tratamentos como os realizados neste estudo. Conforme relatado por Paul et al.
(2019), a capacidade do esporo em se manter em repouso, e por sua vez de se manter por mais
tempo no ambiente, faz com que esses organismos tenham maior chance de sofrer mutacgdes
genéticas que podem conferir resisténcia aos antibidticos, o que pode justificar os altos valores
de concentracdo da tetraciclina para reducdo na contagem de esporos.

O cinamaldeido e o eugenol, mesmo em concentracGes mais altas (entre 6000 pg/mL e 8000
pg/mL), apresentaram acdo anti-esporo sobre as bactérias testadas. Conforme constatado por
Alanazi (2018), os compostos cinamaldeido e eugenol também ja mostraram acéo sobre esporos
bacterianos.

Melitina e nisina foram os compostos com maior capacidade de redu¢@o no nimero de esporos
quando em menores concentracdes, sendo que para melitina foi obtida uma reducdo de 100%
dos esporos a uma concentracdo de 6,25 pg/mL para B. subtilis e 93% de reducdo a uma
concentracgdo de 80 pg/mL para P. alvei. Com relacéo a nisina para B. subtilis houve uma redugéo
de 100% a uma concentracdo de 0,78 pg/mL enquanto que para P. alvei houve 98% de reducéo
na contagem em concentrac¢ao de 15 pg/mL.

Os mecanismos de acdo da nisina sobre células vegetativas e esporos bacterianos sao distintos,
motivo pelo qual pode-se elucidar as concentracdes mais baixas de acdo da nisina sobre esporos.
A estrutura da nisina contem cinco anéis formados por residuos de lantionina ou metil-lantionina,
juntamente com trés residuos de desidro aminoacidos (desidrobutirina 2, Dha5 e Dha33). O
residuo de desidroalanina na posicéo 5 (Dha5) quando substituido por uma alanina, ndo apresenta
alteracdo do efeito da atividade da nisina sobre células vegetativas, porém diminui drasticamente
sua atividade junto a esporos bacterianos, sugerindo assim que a nisina tem efeitos biolégicos
diferentes frente a células vegetativas e esporos bacterianos, sendo esses produzidos por
mecanismos moleculares distintos (Chan et al., 1996). Enquanto é bem estabelecido que a nisina

inibe o crescimento de bactérias vegetativas ao se ligar ao lipidio I, facilitando a formacéo de
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poros, 0 mecanismo de acdo junto a esporos bacterianos ainda precisa ser melhor elucidado
(McAuliffe, Ross e Hill, 2001; Gut; Blanke e Van der Donk, 2011).

A melitina apresenta a capacidade de formacdo de poros na membrana. Mesmo em baixas
concentragdes, ela pode induzir a formacéo de poros, permitindo o extravasamento de moléculas
transmembrana, correspondendo assim as suas atividades antimicrobianas (Lee at al., 2013).
Gut; Blanke e Van der Donk (2011) sugerem que a capacidade de formar poros na membrana é
essencial para a inibicdo de esporos bacterianos, o que pode justificar os baixos valores de

concentracdo da melitina e da nisina para a atividade inibidora de esporo.

6.4 Liberacao de proteinas

Os testes de liberacdo de proteinas foram realizados visando observar danos a membrana
plasmatica das bactérias, em decorréncia da utilizacdo dos tratamentos com os produtos
antimicrobianos além do farmaco de escolha tetraciclina. Os resultados obtidos nos ensaios com
B. subtilis e P. alvei podem ser observados nas Tabelas 4 e 5 e Figuras 6 e 7 respectivamente,
que mostram as concentragoes (ng/mL) de proteinas liberadas quando expostas aos produtos em
estudo em concentracdes correspondentes a uma e duas vezes o valor de CIM, nos tempos TOh,
T2h e T4h.

Tabela 4. Concentragdes (ug/mL) de proteinas liberadas de B. subtilis nos tempos Oh, 2h e 4h
em concentragdes correspondentes aos valores de uma e duas vezes o valor de CIM.

B. subtilis Oh 2h 4h
Controle 1,01 1,01 1,01
IXxCIM  2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM

EEP U+U* 1,01 1.01 1,27 1,29 1,31 1,35
EEP M+M** 101 1,02 1,30 1,32 1,39 1,44
EEP M+U*** 101 1,01 1,30 1,31 1,32 1,36
Melitina 1,02 1,02 1,34 1,37 1,39 1,42
Nisina 1,02 1,02 1,30 1,36 1,38 1,40
Cinamaldeido 1,01 1,01 1,14 1,18 1,20 1,26
Eugenol 1,01 1,01 1,19 1,21 1,23 1,29
Tetraciclina 1,01 1,01 1,11 1,12 1,20 1,22

*Dupla Ultrasonicacéo em banho ultrassénico **Dupla Maceragdo ***Maceragdo associada ao uso
de banho ultrassdnico — Maceracao/Ultrasonicagéo.
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Figura 6. Graficos dos 3 tempos (Oh, 2h e 4h) quanto as concentragdes (ug/mL) de proteinas
liberadas no sobrenadante, quando expostas a concentracdes equivalentes a 1xCIM

e a 2xCIM dos diferentes tratamentos para B. subtilis.

Tabela 5. Concentragdes (ug/mL) de proteinas liberadas de P. alvei nos tempos Oh, 2h e 4h em
concentragdes correspondentes aos valores de uma e duas vezes o valor de CIM.

P. alvei Oh 2h 4h
Controle 1,01 1,01 1,01
IXxCIM  2xCIM 1xCIM 2xCIM IxCIM 2xCIM

EEP U+U* 1,01 1.01 1,35 1,37 1,39 1,42
EEP M+M** 101 1,02 1,30 1,35 1,37 1,40
EEP M+U*** 101 1,03 1,31 1,36 1,39 1,40
Melitina 1,02 1,02 1,16 1,19 1,21 1,23
Nisina 1,02 1,02 1,29 1,31 1,32 1,36
Cinamaldeido 1,01 1,01 1,11 1,19 1,22 1,28
Eugenol 1,01 1,01 1,26 1,28 1,33 1,35
Tetraciclina 1,01 1,01 1,19 1,26 1,30 1,34

*Dupla Ultrasonicacdo em banho ultrassonico **Dupla Maceragdo ***Maceragao associada ao uso
de banho ultrassénico — Maceragdo/Ultrasonicagao.
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Figura 7. Graficos dos 3 tempos (Oh, 2h e 4h) quanto as concentragdes (ug/mL) de proteinas
liberadas no sobrenadante, quando expostas a concentracdes equivalentes a 1xCIM
e a 2xCIM dos diferentes tratamentos para P. alvei.

Em todos os produtos testados, observou-se 0 aumento gradual da concentracdo de proteinas
liberadas em funcdo do tempo e também quando houve incremento de 1 para 2 vezes os valores
de CIM testadas.

Em relagéo ao B. subtilis, os valores de liberagdo de proteinas variaram de 1,20 pg/mL a 1,44
ug/mL apos 4 horas de tratamento, com destaque para o extrato de propolis M+M que variou de
1,02 pg/mL (TOh) para 1,44 pg/mL (T4h) na concentracdo de 2xCIM, e os peptideos
antimicrobianos nisina e melitina que apesentaram variagdo de 1,02 pg/mL (TOh) para 1,40
ug/mL (T4h) e 1,02 pg/mL (TOh) para 1,42 pg/mL (T4h) respectivamente na concentracdo de
2xCIM.

Para P. alvei a variagdo dos valores de liberagdo proteica foram de 1,01 pg/mL (TOh) para
1,42 pg/mL (T4h), destacando os EEP’s, que variaram de 1,01 pg/mL (TOh) para 1,42 pg/mL
(T4h) para U+U, 1,02 pg/mL (TOh) para 1,40 ng/mL (T4h) para M+M, e de 1,03 pg/mL (TOh)
para 1,40 pg/mL (T4h) para M+U, na concentragdo de 2xCIM.

Observou-se entdo que em ambas as bactérias em estudo os EEP’s mostraram resultados

significativos quanto a liberacdo proteica. Conforme citado por Popova et al. (2017), compostos
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ativos da propolis quando em contato com a membrana celular bacteriana, podem causar danos
a mesma, induzindo assim a bacteridlise. Uma vez estabelecida a interacdo entre os EEP’s e a
membrana celular bacteriana, espera-se a ocorréncia de danos significativos a mesma, e como
consequéncia é de se esperar uma maior liberagdo proteica quando expostos a tratamentos com
EEP’s. No caso da nisina ja é bem conhecido o mecanismo de a¢do quanto a formacéo de poros,
resultando em aumento na liberacdo de produtos do citoplasma. Como tais resultados também
se repetiram com a melitina, pode-se inferir também mecanismo de acdo compativel aos demais

produtos.

6.5 Integridade da membrana celular

Os ensaios de libragéo de acidos nucléicos foram realizados em busca da presenca de material
genético, sendo também realizados com todos os produtos em estudo, também em concentracdes
de uma e duas vezes os valores de CIM, nos tempos nos tempos TO (0 horas), T1 (2 horas) e T2
(4 horas). Os resultados desses ensaios junto a B. subtilis e P. alvei sdo apresentados nas Figuras

8 e 9 respectivamente.

B. subtilis
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Controle Tetraciclina 1xCIM Tetraciclina 2xCIM
4 U+U 1xCIM =i U+U 2xCIM M+M 1xCIM
&= M+M 2xCIM @ M+U 1xCIM 4 M+U 2xCIM

Nisina 1xCIM == Nisina 2xCIM Melitina 1xCIM
M Melitina 2xCIM =€ Eugenoal 1xCIM Eugenol 2xCIM
== Cinamaldeido 1xCIM Cinamaldeido 2xCIM

Figura 8. Representacdo gréfica dos constituintes celulares absorviveis a 260 nm liberados de
B. subtilis apds tratamento com produtos em estudo nas concentraces de 1XCIM e
2xCIM.
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Figura 9. Representacdo grafica dos constituintes celulares absorviveis a 260 nm liberados de
P. alvei ap0s tratamento com produtos em estudo nas concentracfes de 1XCIM e
2xCIM.

Foi possivel observar a liberagdo dos constituintes celulares absorviveis a 260 nm
principalmente no T4h, indicando assim danos a membrana celular bacteriana quando expostos
aos tratamentos em estudo. Os EEP’s mostraram valores significativos quanto a liberacédo de
acidos nucleicos tanto para B. subtilis quanto para P. alvei. Os resultados encontrados estdo em
conformidade com os relatados na literatura por Vadillo-Rodriguez et al. (2021) que reportam
dados semelhantes sobre os aspectos de extravasamento de constituintes intracelulares sob acéo
de EEP’s testados em E. coli e S. epidermidis, que provocaram danos irreversiveis a membrana

celular provocando consequentemente morte bacteriana.

6.6 Efluxo de ions potassio e fosfato

Os ensaios de efluxo de ions potassio e fosfato foram realizados buscando um possivel
comprometimento quanto a permeabilidade bem como o rompimento da membrana celular das
bactérias em estudo, quando expostas aos tratamentos, incluindo a tetraciclina, sendo o
extravasamento desses ions um bom indicativo de possiveis alteragdes metabdlicas da célula
bacteriana. Os resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7 e Figuras 10 e 11 mostram as
concentragdes (mg/L) de ions potassio e fosfato respectivamente, liberados pelas bactérias B.

subtilis e P. alvei submetidas aos tratamentos nos tempos TO e ap6s T4 horas.
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Tabela 6. Concentracdes (mg/L) de ions potassio liberados de B. subtilis e P. alvei nos tempos
Oh e 4h em concentracdes correspondentes aos valores de uma e duas vezes o valor de
CIM.

lons Potassio B. subtilis P. alvei

TOh T4h TOh T4h

Controle 250 250 250 250

IXCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM

EEP U+U* 250 250 250 450 250 250 450 450

EEP M+M** 250 250 250 450 250 250 450 450

EEP M+U*** 250 250 250 450 250 250 450 450

Melitina 250 250 450 450 250 250 250 450
Nisina 250 250 450 450 250 250 250 450
Cinamaldeido 250 250 250 450 250 250 450 450
Eugenol 250 250 250 450 250 250 250 450

Tetraciclina 250 250 250 450 250 250 250 450

*Dupla Ultrasonicagéo em banho ultrassonico **Dupla Maceragdo ***Maceragdo associada ao uso
de banho ultrassdnico — Maceragédo/Ultrasonicagao.
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Figura 10. Representacdo gréfica da liberacdo de ions potassio de B. subtilis e P. alvei apds
tratamento com produtos em estudo nas concentracdes de 1XCIM e 2xCIM nos
tempos 0 e 4 horas.
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Tabela 7. Concentracdes (mg/L) de ions fosfato liberados de B. subtilis e P. alvei nos tempos Oh
e 4h em concentracdes correspondentes aos valores de uma e duas vezes o valor de

CIM.

lons Fosfato B. subtilis P. alvei

TOh T4h TOh T4h
Controle 0 0 10 10

IXCIM 2xCIM  IxCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM 1xCIM 2xCIM

EEP U+U* 10 10 10 25 10 10 10 25
EEP M+M** 10 10 10 25 10 10 10 25
EEP M+U*** 10 10 10 25 10 10 10 25
Melitina 10 10 25 50 10 10 25 25
Nisina 10 10 10 25 10 10 10 25
Cinamaldeido 10 10 25 25 10 10 25 25
Eugenol 10 10 10 25 10 10 10 25
Tetraciclina 10 10 10 25 10 10 10 25

*Dupla Ultrasonicagéo em banho ultrassonico **Dupla Maceragdo ***Maceragdo associada ao uso
de banho ultrassdnico — Maceragéo/Ultrasonicacdo
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Figura 11. Representacdo gréfica da liberacdo de ions fosfato de B. subtilis e P. alvei apds
tratamento com produtos em estudo nas concentracdes de 1XCIM e 2xCIM nos
tempos 0 e 4 horas.

Quanto a liberacdo de ions potassio, para B. subtilis, os trés EEP’s mostraram resultados

semelhantes, com liberacdo apds 4 horas na concentracdo de 2 vezes o valor de CIM (de 250

mg/L para 450 mg/L). Melitina e nisina mostraram os melhores resultados, variando de 250 mg/L

(TO) para 450 mg/L (T4h), para ambas as concentracdes de CIM testadas.
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Para P. alvei, as trés formas de preparo dos EEP’s apresentaram resultados semelhantes
variando de 250 mg/L (TO) para 450 mg/L (T4h) nas concentracdes de 1XCIM e 2xCIM. Para
melitina, nisina, cinamaldeido, eugenol e tetraciclina, a liberagdo de ions potassio ocorreu apds
4 horas na concentracao de 2 vezes o valor de CIM.

Quanto a liberacdo de ions fosfato, para B. subtilis, os trés EEP’s, bem como a nisina, eugenol
e tetraciclina apresentaram mudancas nas concentragoes de liberacdo variando de 10 mg/L (TOh)
para 25 mg/L (T4h) na concentragdo de 2xCIM. Melitina e cinamaldeido provocaram liberacéo
no T4h para as concentragdes de 1 e 2 vezes o valor de CIM, sendo a melitina, 0 produto com
maior variagéo, ou seja, foi de 10 mg/L (TOh) para 50 mg/L (T4h) na concentracdo de 2 vezes o
valor de CIM.

Para P. alvei, as trés formas de preparo dos EEP’s, o composto majoritario eugenol, o peptideo
antimicrobiano nisina, bem como a tetraciclina apresentaram liberacdo de ions fosfatos apds 4
horas para 2 vezes o valor de CIM, variando de 10 mg/L (TO) para 25 mg/L (T4h). A melitina e
o0 cinamaldeido mostraram o0s melhores resultados, liberando ap6s quatro horas, 25 mg/L para
ambas as concentracdes de CIM.

Conforme relatado por Cintas et al. (2001), a formacdo de poros na membrana, leva ao
extravasamento de ions potassio e fosfato, levando assim a perda da integridade dessa membrana.

Apbs 4 horas de exposicao aos tratamentos, todos os produtos, ainda que em concentracfes
diferentes, liberaram ions potassio e fosfato no meio extracelular, demonstrando que os produtos
em estudo apresentaram a capacidade de perturbacdo da membrana celular, mesmo resultado
encontrado por Miao et al. (2016), em estudo com peptideos antimicrobianos sobre S. aureus.

Os resultados obtidos com os ensaios de liberacdo de proteinas, integridade da membrana
celular e efluxo de ions potéssio e fosfato indicaram o efeito sobre a membrana celular
bacteriana, observados pelo aumento gradual da concentragdo de proteinas liberadas em fungéo
do tempo, bem como resultados significativos quanto a liberagcdo dos constituintes celulares
absorviveis a 260 nm e dos ions fosfato e potéassio. Bajpai et al. (2014) descreveram a relacao
entre a liberacdo de ions essenciais bem como de constituintes celulares absorviveis a 260 nm
como indicativo de agdo antimicrobiana junto a membrana celular bacteriana, causando danos
irreversiveis a mesma. Conforme estudo de Pellegrini etal. (2017), 6leos essenciais apresentaram
acdo sobre Paenibacillus larvae, mesmo género de P. alvei, e também um importante patbgeno
de abelhas, sendo constatada a atividade antimicrobiana bem como a capacidade de provocar
ruptura da membrana celular bacteriana, provocando assim o extravasamento de constituintes
citoplasmaticos. Esses indicativos mostram que os produtos testados sdo capazes de causar danos
a membrana celular bacteriana e consequentemente a lise celular, sendo possiveis alternativas

naturais de controle de patégenos como os responsaveis por doenca em larvas de abelhas.
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6.7 Sinergismo entre os antimicrobianos testados e a tetraciclina

A tetraciclina é considerada o farmaco de escolha em muitas atividades relacionadas a
producdo animal. Assim, como o objetivo deste estudo € poder utilizar estes compostos no caso
especialmente da doenca em larvas de abelha da espécie Apis mellifera, optou-se em realizar
ensaios para determinar possiveis interacdes sinérgicas entre tetraciclina e 0s antimicrobianos
testados. Foram utilizadas as duas metodologias, baseadas no teste do time kill curve com valores
de densidade dptica (DO) e também contagem ap6s plaqueamento sendo, portanto, unidades
formadoras de col6nias (UFC) por mL e posterior transformagdo em Log de UFC/mL.

A importancia desses ensaios é mostrar a capacidade potencializadora dos antimicrobianos
testados juntamente com a tetraciclina, sendo possivel por esta metodologia verificar efeito
sinérgico com agdo bactericida ou bacteriostatica. Assim sendo, os resultados das duas
metodologias, DO e Log de UFC/mL, sdo mostrados nas Figuras 12 e 13 sobre B. subtilis e P.

alvei respectivamente.

0.8+

Log UFC/mL

ODsoo

¢ v T T T s
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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Figura 12. Valores obtidos para DO (600 nm) e para Log de UFC/mL, e obtencdo de curvas de
sobrevivéncia para verificagdo do efeito sinérgico entre os produtos em estudo
(EEP’s, peptideos antimicrobianos e compo0stos majoritarios) e a tetraciclina,
testados de forma isolada e em combinacdo com a tetraciclina sobre B. subtilis.
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Figura 13. Valores obtidos para DO (600 nm) e para Log de UFC/mL, e obtencgéo de curvas de
sobrevivéncia para verificacdo do efeito sinérgico entre os produtos em estudo
(EEP’s, peptideos antimicrobianos e compostos majoritarios) e a tetraciclina,
testados de forma isolada e em combinagdo com a tetraciclina sobre P. alvei.

Referente a bactéria B. subtilis (Figura 12), as combinagfes dos produtos nisina, melitina e
eugenol com a tetraciclina apresentaram sinergismo com efeito bactericida apos 2, 4 e 8 horas
respectivamente, e as combinacdes de cinamaldeido, além de todos os EEP’s com a tetraciclina
mostraram efeito bactericida somente apos 24 horas.

Para P. alvei, (Figura 13), as combinagdes dos produtos EEP’s U+U, M+U e nisina com a
tetraciclina mostraram efeito bactericida apos 2 horas do inicio dos tratamentos e as combinacdes
dos EEP M+M, cinamaldeido e eugenol com a tetraciclina, foram bactericidas apds 4 horas. A
melitina ndo mostrou efeito sinérgico com a tetraciclina pela metodologia da OD 600, porém
mostra um efeito bacteriostatico pela metodologia do Log de UFC/m.

Hollmann et al. (2018) destacam a atividade sinérgica de peptideos antimicrobianos e
antibidticos, sugerindo que uma vez que 0s peptideos agem nas membranas, e consequentemente
a formacéo de poros facilitaria a entrada de antibi6ticos convencionais, afetando diferentes alvos
da célula bacteriana.

Conforme mencionado por Stefanovi¢ (2018), o potencial sinérgico entre produtos naturais
com farmacos antibacterianos convencionais pode viabilizar alguns beneficios, sendo por
exemplo a capacidade de potencializar os efeitos farmacoldgicos, ou mesmo a utilizacdo em
concentracdes mais baixas, prevenir a possivel selecdo de linhagens bacterianas que sejam

resistentes a estes mesmos farmacos.
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S&o conhecidos efeitos sinérgicos da prépolis com antibidticos convencionais, conforme
relatado por Fernandes Junior et al. (2005), que mostraram atividades sinérgicas entre EEP com
os farmacos cloranfenicol, gentamicina, netilmicina, tetraciclina, vancomicina e também com a
clindamicina.

Langeveld; Veldhuizen; Burt (2014) descreveram a acado sinérgica de cinamaldeido com os
farmacos amicacina e gentamicina, bem como o eugenol, que mostrou sinergismo com
ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, norfloxacino, novobiocina, oxacilina,
penicilina, polimixina, rifampicina, sulfametoxazol, tetraciclina e vancomicina.

Os resultados obtidos no estudo mostram-se significativos quando comparados aos
observados na literatura. Extratos de plantas medicinais inibem o crescimento de P. alvei apds
12 horas quando testados em concentracdes bactericidas minimas (CBM) dos respectivos
extratos, e o peptideo antimicrobiano trichokonina V1 apresenta atividade bactericida apds 20
horas, frente a B. subtilis (Hassan, 2014; Su et al., 2012).

De acordo com o exposto, a possibilidade de uso associado de tetraciclina com varios dos
produtos antibacterianos testados pode ser um grande avango nas tentativas de se trazer a luz
estratégias eficazes para o controle de bactérias patogénicas para abelhas e com isto minimizar

de certa forma os prejuizos provocados por conta da a¢do do P. alvei.

7. Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos foi possivel concluir que o método de extracdo U+U
mostrou-se 0 mais vantajoso pela rapidez no modo de preparo além de apresentar o maior valor
de compostos fenolicos totais, porém no que diz respeito a atividade antimicrobiana, ndo houve
diferencas significativas quanto aos méetodos de extracdo, apresentando efeitos similares para
ambas as bactérias de interesse.

Melitina e nisina foram os produtos com maior capacidade tanto inibidora quanto bactericida
apresentando os menores valores de CIM e CBM para o B. subtilis, ficando acima apenas da
tetraciclina, além de mostrarem também os menores valores de CBM para P. alvei. O
cinamaldeido foi 0 composto majoritario com o menor valor de CIM frente a P. alvei.

Quanto a atividade anti-esporo, os peptideos antimicrobianos nisina e melitina, foram os que
mostraram maior capacidade de reducdo no nUmero de esporos em menores concentragdes tanto
para B. subtilis quanto para P. alvei, todavia, os compostos majoritarios cinamaldeido e eugenol,
ainda que em concentragdes mais elevadas, tambem apresentaram atividade redutora de esporo.

Quando expostas aos tratamentos, as bactérias mostraram um aumento gradual da

concentracdo de proteinas liberadas em fungdo do tempo, bem como resultados significativos
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quanto a liberacéo dos constituintes celulares absorviveis a 260 nm e dos ions fosfato e potassio,
indicando assim danos a membrana celular bacteriana.

Todos os produtos em estudo, mostraram sinergismo com a tetraciclina seja ele bactericida
ou bacteriostatico e possuem potencial como futuros agentes antimicrobianos, sendo possiveis

alternativas de controle de patdgenos como 0s responsaveis por doencas em larvas de abelhas.
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9. Apéndice

1- Foto de crescimento de Paenibacillus alvei em meio de cultura TSA com seu
crescimento peculiar. (Fonte: Alessandra Aguirra Sani).

2- Foto de crescimento de Paenibacillus alvei em meio de cultura BHI Agar
Alessandra Aguirra Sani).
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. (Fonte:
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3- Foto de crescimento de Bacillus subtilis em meio de cultura BHI Agar. (Fonte:
Alessandra Aguirra Sani).

4- Foto de microscopia oOptica de Paenibacillus alvei corado pelo método de Gram.
(Fonte: Alessandra Aguirra Sani).
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5- Foto de microscopia Optica de Bacillus subtilis corado pelo método de Gram.
(Fonte: Alessandra Aguirra Sani).

6- Foto de microscopia dptica de esporos de Bacillus subtilis corados pelo método de Wirtz.
(Fonte: Alessandra Aguirra Sani).



64

7- Foto de microscopia Optica de esporos de Paenibacillus alvei corados pelo método de
Wirtz. (Fonte: Alessandra Aguirra Sani).

Yy vy ysS oo

8- Placa de ELISA utilizada no ensaio de microdiluicdo para determinacdo da CIM do
composto majoritario cinamaldeido sobre P. alvei apds adicdo de resazurina (0,1%). Os
pocos roxos indicam as concentragcdes sem o crescimento bacteriano e 0s pogos rosas as
concentragdes com crescimento bacteriano. (Fonte: Alessandra Aguirra Sani).
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9- Placa de ELISA utilizada no ensaio de microdiluigdo para determinagdo da CIM dos
diferentes EEP’s sobre B. subtilis apds adicdo de resazurina (0,1%). Os pogos roxos
indicam as concentra¢es sem o crescimento bacteriano e 0s pogos rosas as concentracoes
com crescimento bacteriano. (Fonte: Alessandra Aguirra Sani).
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10- Suspensdes de esporos das bactérias Paenibacillus alvei e Bacillus subtilis. (Fonte:
Alessandra Aguirra Sani).

11- Foto do procedimento de determinacdo do peso seco (g/mL) dos extratos etandlicos de
prépolis (EEP) em cadinhos de aluminio ap0s evaporagdo do solvente etanol. (Fonte:
Alessandra Aguirra Sani).
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12- Foto do banho ultrassénico utilizado para obtencdo dos extratos etandlicos de propolis
preparado U+U e M+U, e para o processo de obtencgdo de esporos. (Fonte: Alessandra
Aguirra Sani).



	1f5636b5908862cdf402e24ef00b736e74ed242963a1e28caf07a3a465719366.pdf
	25f2c970e42bd8073e6c25e0fbfc1fae19a2e8e19eb45b29bd4f4a1cb28fb1a9.pdf
	1f5636b5908862cdf402e24ef00b736e74ed242963a1e28caf07a3a465719366.pdf
	4.1 Obtenção da própolis e preparo dos extratos etanólicos
	4.4.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM)
	4.4.2 Ensaios para verificação de interações (sinergismo) pela metodologia da curva de sobrevivência
	DUMAN, M.;  ÖZPOLAT, E.  Effects of water extract of propolis on fresh shibuta (Barbus grypus) fillets during chilled storage. Food Chemistry, v. 189, p. 80-85, 2015.


