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Resumo: A busca por novos farmacos é uma constante, especialmente para aqueles obtidos a
partir de produtos naturais, que apresentem melhor eficacia e vérios efeitos terapéuticos. A
prépolis e o veneno (apitoxina) da abelha Apis mellifera, além da melitina, uma fracdo da
apitoxina, possuem acdo antimicrobiana reportada na literatura. As acfes antibacterianas do
extrato hidroalcodlico de prépolis (EHP), de apitoxinas obtidas das abelhas Apis mellifera
submetidas a floras apicolas diferentes (Api 1 - flora apicola silvestre, Api 2 - flora apicola de
eucalipto, Api 3 - flora apicola de laranjeira, Api 4 - flora apicola silvestre associada com
alimentacéo artificial) e de melitina foram testadas sobre isolados clinicos de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) utilizando metodologia da microdiluicdo (Resazurin
Microtiter Assay Plate — REMA) para obtengdo dos respectivos valores de concentracdo
inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM). Ensaios também foram
realizados para verificacdo de sinergismo entre o EHP, as diferentes apitoxinas e a melitina
em combinagdo com a oxacilina sobre uma linhagem de MRSA ATCC e um isolado clinico
de MRSA utilizando metodologia da curva de sobrevivéncia (time kill curve). Foram
realizados ensaios inéditos objetivando verificar também se a Api 1 e melitina inibem a
producdo de enterotoxinas sobre cepas ATCC de S. aureus SEA, SEB, SEC, SED e se inibem
a producdo de biofilme sobre a cepa ATCC de S. aureus. A microscopia eletronica de
transmissao foi utilizada para verificar alteracbes morfoldgicas e estruturais provocadas pela
Api 1 e melitina sobre MRSA e E. coli.

Todas as apitoxinas testadas e a melitina apresentaram acdo antibacteriana frente ao
MRSA além de sinergismos com efeitos bactericidas quando em combinacdo com a oxacilina,
especialmente para melitina e Api 1. O EHP mostrou um alto valor de CIM e também um
sinergismo bacteriostatico com a oxacilina. A Api 1 e melitina ndo foram capazes de inibir a
producdo e/ou liberacdo de enterotoxinas de S. aureus e Api 1 mostrou uma baixa
porcentagem de reducdo sobre a producdo de biofilme (35,1%) enquanto a melitina mostrou
ser um produto eficiente na reducéo de producdo de biofilme (66,3%). Assim, conclui-se que
a melitina e Api 1 se mostram potencialmente adequados para o desenvolvimento de farmacos

no futuro.

Palavras chave: Atividade antibacteriana, Biofilme, MRSA, Sinergismo, Veneno de abelha.



Abstract: The search for new drugs is a constant, especially those obtained from natural
products with better efficacy and many therapeutic effects. The propolis, bee venom
(apitoxin) from Apis mellifera bee and melittin, a fraction of apitoxin, have reported
antibacterial activity in the literature. We verified the antibacterial action of hydroalcoholic
extract of propolis (HEP), the bee venom corresponding to different bee blossoms (Api 1 -
Wild bee blossom, Api 2 - Eucalyptus bee blossom, Api 3 - Orange tree bee blossom, Api 4 —
Wild bee blossom associated with artificial food) and melittin on strains of Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) through microdilution assays (Assay Resazurin
Microtiter Plate - REMA) to obtaining the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC). We performed assays to verify synergism of
EHP, the different apitoxins and melittin in combination with oxacillin on a strain of MRSA
ATCC and a clinical isolate of MRSA using time-kill curve methodology. Unpublished trials
were carried out to verify also if Api 1 and melittin inhibit the enterotoxins production of S.
aureus ATCC strains (SEA, SEB, SEC, SED) and biofilm production of S. aureus ATCC
strain We did the transmission electron microscopy to check the phenotypic changes caused
by Api 1 and melittin on MRSA and E. coli.

All the tested apitoxins and melittin showed an antibacterial action against MRSA and
bactericidal synergisms in combination with oxacillin, especially for melittin and Api 1. The
HEP showed a high value MIC and a bacteriostatic synergism with oxacillin. Api 1 and
melittin were not able to inhibit the production and or the release of enterotoxins. Api 1
showed a low reduction percentage on biofilm production (35,1%) while melittin showed to
be a good product to reduce biofilm production (66,3%). Therefore, we concluded that

melittin and Api 1 are potentially suitable for the development of drugs in the future.

Keywords: Antibacterial activity, Bee venom, Biofilm, MRSA, Synergism.
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1. Introdugéo

As pesquisas por alternativas terapéuticas para as doengas infecciosas sao uma medida
constante e necessaria. Além disto, a resisténcia bacteriana tornou-se um problema mundial,
devido ao wuso indiscriminado de antibioticos tanto em animais como em humanos,
principalmente nos hospitais, ja que nesses ambientes normalmente ocorrem falhas nas
medidas bésicas de controle de infecgdo hospitalar (SANTOS, 2004).

Outro aspecto é que a resisténcia bacteriana vem afetando o mundo todo e assim
elevando a mortalidade, morbidade e os custos com a saude. Assim, destaque é dado para
cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Streptococcus pneumoniae
ndo suscetivel a penicilina (PNSSP), Enterococcus spp. resistentes & vancomicina (VRE) e
enterobactérias produtoras de beta-lactamase de amplo espectro (ESBL), essas apresentam
ampla disseminacdo tanto nos hospitais como também nas comunidades (SANTQOS, 2004).

O surgimento das cepas resistentes tem explicacdo nas mutagbes cromossomais ou
devido a recombinacdo genética, provocada pelos processos de: conjugacdo (a bactéria
doadora transfere o plasmideo contendo os genes de resisténcia para uma bactéria receptora,
geralmente, através do pili, havendo contato entre as células), transformacdo (uma bactéria
incorpora fragmentos de DNA de outra bactéria que sofreu lise celular) ou transdugdo (genes
de resisténcia sao transferidos por bacteri6fago) (SHLAES et al., 1997).

Existem alguns mecanismos que explicam a resisténcia bacteriana tal como a alteracdo
estrutural do sitio alvo do antibiotico; alteracdo da permeabilidade da membrana externa
(limitando o acesso do antibiotico para dentro da célula através de bombas de efluxo,
bombeando o antibidtico para o exterior) e por meio da inativacdo enzimatica do farmaco
(HEMAISWARYA et al., 2008).

O uso racional de antibidticos associado a prevencdo de infeccdes bacterianas com o
uso de vacinas e o controle da disseminacdo de bactérias resistentes sdo algumas das medidas

a serem tomadas para evitar a resisténcia bacteriana (GUIMARAES et al., 2010).
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6. Consideracdes Gerais

O EHP, melitina e apitoxinas estudadas apresentaram acdo antibacteriana, com
destaque para Api 1 e melitina que apresentaram as maiores atividades inibidoras frente a
MRSA enquanto o EEP apresentou um valor de CIM muito elevado comparado aos demais
antimicrobianos. Isso pode ser explicado pelo seu baixo teor de fendlicos totais.

A melitina e a Api 1 mostraram que podem ser usadas isoladamente ou em
combinagbes com a oxacilina com efeito sinérgico e bactericida também sobre cepas de
MRSA.

A Api 1 e a melitina ndo mostraram efeito inibidor da producéo e/ou liberacdo de
enterotoxinas, porém foram capazes de inibir na producdo de biofilme com destaque para a
melitina com percentual de reducdo de 66,3 %, mostrando resultados inéditos na literatura.

A microscopia eletrénica de transmissao foi uma ferramenta importante para apontar
aspectos da influéncia sobre a ultraestrutura das bactérias estudadas, importante para
entendimento dos mecanismos de a¢do da Api 1 e melitina.

Os resultados mostram também que a Api 1 e a melitina possuem potencial como
futuros agentes antimicrobianos para serem usados tanto isoladamente como em associagdo
com antibidticos convencionais, com destaque para a melitina que apresentou um bom
desempenho nos ensaios realizados, e que por ser um peptideo catibnico, geralmente

apresenta acao rapida e ndo é sujeita aos muitos mecanismos de resisténcia.
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