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RESUMO

A propolis de Apis mellifera é uma substancia de facil aquisicéo, por se tratar de um produto natural
que dispensa récipe, e cujos beneficios sdo conhecidos e utilizados hd muitos anos. Devido o uso de
antibidticos sintéticos, em muitos casos, ndo apresentar os resultados esperados, e a administracao
de forma indiscriminada desses medicamentos poder levar a resisténcia microbiana aos mesmos, a
propolis representa uma excelente alternativa aos medicamentos e antibioticos quimicos. O presente
estudo testou a atividade antimicrobiana da propolis frente as cepas Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Candida albicans, Enterococcus faecalis e Pseudomonnas aeruginosa e o seu
sinergismo quando avaliado juntamente a Penicilina. Os extratos foram diluidos a 30% em DMSO e
submetidos ao método de difusdo em disco. O extrato Caicara apresentou atividade antimicrobiana
em 100% dos testes. O extrato Bela Vista e Santa Béarbara ndo apresentaram atividade frente as
cepas de C. albicans e E. faecalis, sendo que o Santa Barbara além das cepas citadas também néo
inibiu P. aeruginosa. O extrato obtido em Mirabela apresentou 0% de atividade antimicrobiana. O
extrato MM Mel ndo inibiu a cepa E. faecalis. Quanto aos resultados dos testes, quando adicionada
a penicilina, ndo foram obtidos resultados significantes apds adicdo do antibidtico. A maioria dos
extratos testados apresentou expressiva atividade antimicrobiana, principalmente frente as cepas
gram-positivas.

Palavras-Chave: Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-Difusdo. Propolis.
Etnofarmacologia.

ABSTRACT

Apis mellifera propolis is a substance easily acquired, because it is a natural product that does not
require prescription and whose benefits are known and that has been used for many years. Due to
the use of synthetic antibiotics do not deliver the expected results, in many cases, and the
administration of these drugs indiscriminately could lead to microbial resistance to them, thus
propolis is an excellent option to drugs and chemicals allopathics. The present study tested the
antimicrobial activity of propolis against the strains Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus,
Candida albicans, Enterococcus faecalis and Pseudomonnas aeruginosa and its synergism when
tested together Penicillin. The extracts diluted in 30% DMSO were tested by disk diffusion method.
The Caicara extract showed antimicrobial activity in 100% of tests. The extract Bela Vista and
Santa Barbara showed no activity against the strains of C. albicans and E. faecalis, and the Santa
Barbara besides the aforementioned strains did not inhibit P. aeruginosa. The extract obtained in
Mirabela showed 0% of antimicrobial activity. The MM extract Mel did not inhibit strain E.
faecalis. As to the test results, when added to penicillin, no significant results were obtained after
addition of the antibiotic. Most of the tested extracts showed significant antimicrobial activity,
especially in the face of gram-positive strains.

Keywords: Disk Diffusion Antimicrobial Tests; Propolis; Ethnopharmacology.
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INTRODUCAO

A propolis é uma substéancia resinosa, obtida pelas abelhas através da coleta de resinas dos
vegetais da regido e que sdo modificadas pela adicdo de enzimas contidas em sua saliva
(COUTINHO et al., 2004; FERNANDES JUNIOR et al., 1995; MARCUCCI et al., 1998; RUBIO,
2007). Essa substancia € utilizada para as mais variadas fun¢des na colméia, como protecdo contra
intrusos, frio, fechamento de frestas e quando um invasor é abatido e ndo pode ser retirado do
interior da colméia, sdo mumificados com propolis, evitando que sua putrefagdo contamine o ninho
(PINTO et al., 2001).

A propolis destaca-se devido as suas diversas propriedades terapéuticas, como:
antiinflamatdria, anestésica, antioxidante, imunoestimulatoria, antitumoral, cicatrizante e
antimicrobiana que tem sido associada, principalmente, a presenca de flavonoides e ésteres em sua
composicdo (MANARA, 1999; SANTOS, 2002). A sua propriedade antimicrobiana é amplamente
relatada, sendo destacada sua acgdo sobre Staphylococcus aureus (FERNANDES JUNIOR et al.,
2001); Candida sp (SFORCIN et al., 2000; STEPANOVIC et al., 2003) e indmeros outros
microrganismos (BANSKOTA et al., 2001). Verifica-se também, que bactérias Gram-positivas se
mostram mais sensiveis que as Gram-negativas aos extratos de propolis (PINTO et al., 2001).

Staphylococcus aureus elucida a questdo supracitada, uma vez que, essa € 0 patdgeno
humano mais importante do género Staphylococcus (CHESNEAU et al., 1993; HAJEK, 1992).

Ja a Candida albicans € um fungo diploide causador de infec¢Ges oportunistas orais e
genitais em seres humanos (MALUCHE, 2008).

Micrococcus luteus possui uma Unica membrana celular e apresenta uma forma esférica que
podem degradar compostos de suor e produzir odores desagradaveis, por exemplo, odor do pé
(MURRAY et al.,1998).

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria responsavel por doencas em animais e humanos.
As infecgOes graves geralmente ocorrem em pessoas que se encontram em ambientes hospitalares
ou imunodeprimidas (FIGUEIREDO et al., 2007).

Enterococcus faecalis, atualmente, é a causa de infecgdes urinarias, comportando-se, muitas
vezes, como oportunista em infec¢bes hospitalares, devido principalmente, a sua resisténcia a
agentes antimicrobianos (MENEZES et al., 2001).

A penicilina foi o primeiro antibiotico desenvolvido e deu origem a VAarios outros
estruturalmente semelhantes sendo este os mais utilizados na prética clinica atualmente
(FERREIRA et al., 2008).

Os antimicrobianos, apesar de serem eficazes na maioria das vezes contra microrganismos,

causam efeitos colaterais, principalmente quando se trata de uso prolongado. Para a diminuicéo
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destes efeitos é sugerido que se reduza a dose clinica de determinados antibioticos e associe a
produtos antimicrobianos naturais, potencializando a antibioticoterapia no tratamento de infeccdes
em que a resisténcia bacteriana torna-se fator determinante (MARSHALL, 1995; PINTO et al.,
2001).

Tendo em vista 0 aumento da selecdo de microrganismos resistentes este estudo objetiva
avaliar a atividade antimicrobiana de extratos da prépolis de Apis mellifera e o sinergismo entre
estes extratos e o antibidtico penicilina frente as cepas Staphylococcus aures, Candida albicans,
Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, e Enterococcus faecalis. Visando encontrar novos
tratamentos com efeitos colaterais reduzidos, alta eficacia e com prego acessivel a populacdo de

baixa renda.

MATERIAIS E METODOS

Amostras
Cinco amostras de propolis de Apis mellifera analisadas foram obtidas sob a forma de

extratos hidroalcodlicos e encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Informagdes de origem dos Extratos Testados.

Tipo de Extrato Concentracdo Marca Comercial Cidade Regido do estado
Prépolis 30% Bela Vista Bela Vista de Minas Central

Prépolis Verde N&o informada MM Mel S&o Francisco Norte

Propolis 11% Santa Barbara Santa Barbara Central

Propolis N4o informada Caicara Belo Horizonte Central

Propolis Ndo informada N&o informada Mirabela Norte

Fonte: Autoria prépria (2014).

Os extratos foram transferidos para placas de Petri individuais e submetidos a temperatura
de 32.5°C + 2.5°C para evaporacao do alcool. Apds evaporacao total do alcool, foram preparadas
diluicbes dos extratos, utilizando como o diluente Dimetilsulféxido (DMSQO) o que resultou em
preparacdo de propolis a 30%. A amostra de penicilina foi comprada no mercado varejista de

Montes Claros e essa foi adicionada a cada preparagdo de prépolis sem tratamento prévio.

Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados foram referenciados a partir da American Type Culture
Collection (ATCC) com respectivos numeros: Staphylococcus aures (ATCC 6538), Candida
albicans (ATCC 10231), Micrococcus luteus (ATCC 4698), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027), e Enterococcus faecalis (ATCC 19433).
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Atividade antimicrobiana

Os extratos de propolis foram submetidos a ensaios de atividade antimicrobiana por difusdo
em agar de acordo com a metodologia de Zacchino (2001). Por meio da técnica de semeadura de
superficie, as suspensdes microbianas foram inoculadas em quadruplicata com auxilio de swab, em
trés sentidos: horizontal, vertical e diagonal, para evitar o crescimento de col6nias isoladas
(RIBEIRO; SOARES, 2002). Foram colocados sobre uma placa de cada microrganismo discos de
papel de filtro com 5 mm de didmetro e aplicados 10 pL da preparacéo do extrato de propolis a 30%
em cada filtro. Nas duplicatas foram adicionados 10 pL dos extratos mais 10 pL de penicilina.
Como controles da analise, foram adicionados 10 puL de etanol a 70% nas triplicatas de cada
microrganismo e as quadruplicatas foram incubadas somente com o in6culo. As placas foram
incubadas a 32.5°C + 2.5°C por 24 horas.

RESULTADO E DISCUSSAO

A Tabela 2 demonstra os resultados da formacdo de halo de inibicdo e sua medida em
milimetros de diametro obtida através da medicdo do halo e o calculo da média dos discos em que
foram testados os extratos e 0s controles. Demonstra também, os resultados da formacéo de halo de
inibicdo e suas medidas em milimetros de didmetro obtidos nos discos em que foram testados 0s

extratos adicionando a penicilina.

Tabela 2 — Resultados obtidos em milimetros pela média dos halos de inibi¢do para os extratos testados com a
auséncia, ou ndo do antibiético.
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Microorganismo = >3 = sE& & msE & 88 =g =258 8 S
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Candida albicans _ 3,95 35 _ _ 7,4 6,5 _ _ _ 1,85
SOPIIOCOSCs 524 1215 564 108 536 128 777 125 _ 1143 1345 168
Pseudomonas 477 105 377 137 1215 525 127 i 13,11 1525 1,48
aeruginosa
Miorococeus 58 35 652 65 68 141 85 15 - - L7
uteus
Enterqcoccus ~ 97 ~ 9,65 _ _ 6,45 11,7 _ 11,5 10,62  _
faecalis
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Fonte: Autoria propria (2014).

A propolis possui atividade antifungica, sendo esta demonstrada em diversos estudos. Entre
eles, o realizado por Fernandes et al. (2001) que avaliou a atividade de um extrato etandlico de
prépolis verde contra o Cryptococcus neoformans e observou o efeito inibitério do crescimento
fingico com extrato etanolico da propolis na concentragdo 0,2 mg.mL™.

Tem sido grande o impacto clinico e econdmico em decorréncia da presenca de
microrganismos resistentes, particularmente no ambiente hospitalar, citando-se Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa como 0s agentes multirresistentes mais comuns de infeccdo
hospitalar. As infecgdes causadas por estes patdgenos sdo particularmente um desafio clinico, uma
vez que, o primeiro apresenta alta capacidade de desenvolvimento de resisténcia devido a sua maior
adaptacdo sob pressao seletiva do uso intenso de antimicrobianos e o segundo é caracterizado pela
suscetibilidade natural a um ndmero limitado de agentes antimicrobianos e elevadas taxas de
resisténcia adquiridas a varias drogas disponiveis (SADOYAMA, 2009).

O sinergismo é a associacdo de farmacos administrados simultaneamente proporcionando
um efeito maior do que em cada um deles separadamente (ARAUJO, 2011).

Os antimicrobianos, apesar de serem eficazes na maioria das vezes contra microrganismos,
causam efeitos colaterais principalmente quando se trata de uso prolongado. Para a diminuicéo
desses efeitos é sugerido que se reduza a metade dose clinica de determinados antibi6ticos e se
associe a produtos de acdo antimicrobiana natural, fazendo com que diminua a incidéncia de efeitos
colaterais e a0 mesmo tempo potencializar a antibioticoterapia no tratamento de infec¢bes em que a
resisténcia bacteriana torna-se fator determinante (MARSHALL, 1995; PINTO et al., 2001).

Neste estudo, objetivamos associar o extrato da propolis verde e o antibidtico penicilina a
fim de avaliar um possivel efeito sinérgico da atividade antimicrobiana.

O extrato Caigara apresentou maior atividade antimicrobiana dentre todos os extratos, uma
vez que, inibiu todas as cepas testadas e apresentou maior halo de inibi¢do. O extrato Bela Vista e

Santa Barbara ndo apresentaram atividade frente as cepas de Candida albicans e Enterococcus
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faecalis, sendo que o Santa Barbara além das cepas citadas também n&o inibiu Pseudomonas
aeruginosa. O extrato obtido em Mirabela, o qual foi produzido de modo artesanal, ndo apresentou
atividade antimicrobiana contra nenhuma das cinco cepas testadas. O extrato MM Mel apresentou
atividade antimicrobiana em 4 das 5 cepas testadas.

O sinergismo entre 0s extratos e a penicilina apresentou resultados menos eficazes quando
comparado ao antibiotico de referéncia, mostrando um resultado negativo do sinergismo da
penicilina com os extratos MM Mel e Caicara frente a cepa da Candida albicans e o extrato Bela
Vista e MM Mel frente a cepa do Micrococcus luteus, uma vez que, os resultados foram menores
que 0s obtidos com os extratos analisados separadamente. O efeito sinérgico se mostrou positivo
apenas com a cepa do Micrococcus luteus para os extratos da marca Caicara e Santa Barbara e com
a cepa Enterococcus faecalis para os extratos Caicara e sem marca comercial, uma vez que,
apresentou valores de inibicdo maiores que a penicilina e/ou o extrato quando analisados
separadamente.

Entretanto, a ndo produgdo de halos de inibicdo nem sempre pode significar que as
substancias ndo apresentam atividade antibacteriana, pois podem ndo apresentar boa difuséo em
agar. Isso pode ocorrer pelo fato de os meios de cultura apresentarem substancias tamponadoras
(GOMES et al., 2006). Assim, mesmo que sofram difusdo, essa pode ser lenta em razdo da baixa
solubilidade da substéncia, o que faz com que os niveis de pH alcancados pelo meio ndo sejam
elevados o suficiente para apresentarem atividade antimicrobiana (GOMES et al., 2006).

Outro ponto que deve ser ressaltado € a diversidade dos componentes presentes em cada
amostra de propolis. Alguns estdo presentes em todas as amostras, a0 passo que outros ocorrem
somente em prépolis colhidas de espécies de determinadas plantas e regides. Pelo menos duzentos
componentes diferentes ja foram identificados em amostras de propolis de origens diversas, dentre
0s quais: acidos graxos e fendlicos, ésteres, ésteres fenolicos, flavondides, terpenos, esteroides,
aldeidos e alcodis aromaticos, sesquiterpenos e naftalina (MARCUCCI, 1995). A atividade

antimicrobiana possui maior ou menor efeito mediante os componentes quimicos, o género da
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abelha coletora e os meios de preparo da propolis (SWERTS et al., 2002). Essa constatacdo pode
explicar a discrepancia de resultados entre estudos de semelhante metodologia.

Os resultados do presente estudo indicam que 0s produtos naturais comumente utilizados na
medicina popular brasileira apresentaram atividade antimicrobiana, porém, na maioria dos testes o
efeito sinérgico ndo se mostrou eficaz, uma vez, que ndo apresentou resultados satisfatorios quanto
a atividade antimicrobiana. A presente pesquisa evidencia uma expressiva contribuicdo para o
entendimento da atividade antimicrobiana de produtos naturais largamente utilizados na medicina
popular. Contudo, necessita-se que mais pesquisas sejam feitas para se aprofundar e identificar
associacOes com prépolis de outros tipos e regides, que apresentem maiores efeitos inibitdrios ao

crescimento microbiano e reduzam a ocorréncia de efeitos colaterais.
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