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RESUMO

A atividade bioldgica de produtos naturais é reconhecida no Brasil e no mundo. Os produtos
apicolas tém apresentado destaque por serem de f4cil obtencdo e mostrarem intimeras
propriedades farmacoldgicas. A prépolis € uma matéria resinosa colhida por abelhas de
diferentes exsudatos de plantas, com funcdes de selar e proteger as colmeias contra
proliferacdo de microrganismos, dentre outras. Existem relatos sobre atividades da prépolis
relacionadas a acdo antimicrobiana, cicatrizante, antioxidante, anti-inflamatéria. Cepas de
Streptococcus na cavidade oral apresentam resisténcia a multiplas drogas, o que potencializa o
interesse pelo uso de produtos de origem natural com propriedades farmacolégicas. O
objetivo do estudo foi avaliar a atividade antibacteriana do extrato hidroalcéolico da propolis
vermelha sobre cepas de Streptococcus pyogenes; como também, verificar a interacdo do
extrato da propolis vermelha em associacdo a antibidticos. A concentracao inibitéria minima
foi determinada pelo método de microdiluicdo em pogos e serviu para avaliagdo das
substancias como moduladoras da resisténcia aos antibidticos. O ensaio de microdiluicdo ndo
demonstrou atividade antimicrobiana relevante contra Streptococcus pyogenes. Na avaliacdo
da atividade modulatdria, foi observada acdo sinérgica do extrato da prépolis vermelha com
amicacina, ciprofloxacino, oxacilina; em associacdo com benzilpenicilina, ndo houve efeito

sinérgico.

Palavras-chave: Propolis vermelha, Streptococcus pyogenes, atividade antibacteriana,

modulacdo bacteriana



ABSTRACT

The biological activity of natural products is recognized in Brazil and in the world. Apiculture
products have been highlighted because they are easy to obtain and show numerous
pharmacological properties. Propolis is a resinous material harvested by bees of different
plant exudates, with the functions of sealing and protecting hives against the proliferation of
microorganisms, among others. There are reports on propolis activities related to
antimicrobial, healing, antioxidant, anti-inflammatory action. Strains of Strepfococcus in the
oral cavity present resistance to multiple drugs, which increases the interest in the use of
products of natural origin with pharmacological properties. The objective of the study was to
evaluate the antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of the red propolis on strains
of Streptococcus pyogenes; as well as to verify the interaction of red propolis extract in
combination with antibiotics. The minimum inhibitory concentration was determined by the
microdilution method in wells and served for evaluation of the substances as modulators of
resistance to antibiotics. The microdilution assay did not demonstrate relevant antimicrobial
activity against Streptococcus pyogenes. In the evaluation of the modulatory activity, the
synergistic action of the extract of the red propolis with amicacin, ciprofloxacin, oxacillin; in

combination with benzylpenicillin, there was no synergistic effect.

Keywords: Red propolis, Streptococcus pyogenes, antibacterial activity, bacterial modulation
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1 INTRODUCAO

A atividade bioldgica de produtos naturais € reconhecida no Brasil € no mundo. As
plantas medicinais e seus derivados vém, ha muito, sendo utilizados pela populacdo brasileira
nos cuidados com a saide. Em paises desenvolvidos como Canadé, Franca, Alemanha e Itélia,
a adesdo a esses produtos como recurso terapéutico ja € praticada por 70 a 90% da populagdo
(BRASIL, 2012; WHO, 2011).

Em meio a enorme biodiversidade nacional, os produtos de origem apicola t€ém
apresentado destaque por serem de ficil obtencdo e mostrarem intimeras propriedades
farmacoldgicas. No mercado nacional e internacional de produtos apicolas, a comercializagao
da propolis tem sido relevantemente difundida. Sua insercdo no mercado € motivada
principalmente pelas atividades bioldgicas atribuidas aos seus constituintes quimicos. Por
conseguinte, observa-se um aumento crescente do valor agregado ao produto (MARTINEZ;
SOARES, 2012).

A propolis é uma matéria resinosa colhida por abelhas de diferentes exsudatos de
plantas. Esta resina é usada pelas abelhas para selar e proteger as colméias contra a
proliferacdo de microrganismos, incluindo fungos e bactérias (ANAUATE NETO et al.,
2013). O extrato da propolis tem sido utilizado ha milhares de anos na medicina popular para
indmeras finalidades (NOGUEIRA et al., 2007).

Existem relatos sobre atividades da prdpolis relacionadas a agdo antimicrobiana,
cicatrizante, antioxidante, imunomodulatéria, anti-inflamatéria, hipotensiva, anestésica,
anticariogénica, dentre outras. Estes relatos, no entanto, carecem de comprovacdo da
efetividade (BARBOSA et al., 2009; MAEKAWA et al., 2013).

Mais de 200 substancias ja foram identificadas na composicao da prépolis de regides
diferentes, como 4cidos fendlicos, flavondides, ésteres, diterpenos, sesquiterpenos, lignanas,
aldeidos aromaticos, alcodis, aminodcidos, dcidos graxos, vitaminas e minerais (FUNARI;
FERRO, 2006).

Convém ressaltar que a composi¢do da propolis € determinada pelas caracteristicas
fitogeograficas existentes onde a colméia estd localizada. Em uma mesma localidade, a
colméia sofre também influéncia sazonal (SOUSA et al.,, 2007). Em razdo da vasta
variabilidade da flora brasileira, a composi¢do da propolis é bastante complexa, existindo

também variacoes relacionadas a origem genética das abelhas coletoras da propolis (SILVA et

al., 2006).



As abelhas africanizadas trazidas ao Brasil sdo da espécie Apis mellifera e sio
classificadas em sete espécies diferentes: Apis florea, Apis cerana, Apis mellifera, Apis
laboriosa, Apis andreniformes, Apis koschevnikov e Apis dorsata. As abelhas do género Apis
foram trazidas ao Brasil no século XIX e atualmente tém ampla distribuicdo em todo o pais.
Existem controvérsias se essas abelhas causam algum impacto sobre a fauna de abelhas
nativas (MENDES et al., 2009).

As abelhas nativas Melipona scutellaris, por sua vez, sao também denominadas
“meliponineos”. No Brasil, sdo responsdveis por 60 a 90% da polinizacdo, conforme a regido
onde estdo inseridas. Embora sua producao seja inferior a da Apis mellifera, é considerada de
6tima qualidade. Tendo em vista a discrepancia entre os habitos dessas abelhas, sua producao
e atividade biologica podem também apresentar diferencas (MICHENER, 2007;
GONCALVES, 2010).

Um grande niimero de cepas de bactérias, como as de Streptococcus na cavidade oral,
apresentam resisténcia a maualtiplas drogas, impactando fortemente nas taxas de
morbimortalidade devido a infec¢cdes (RODRIGUES; BERTOLDI, 2010). Esse quadro tem
potencializado a preocupagdo da populagdo pelo uso de produtos com propriedades
farmacoldgicas de origem natural, aliado ao interesse pelo consumo de produtos menos
agressivos € a conveniéncia relacionada a possibilidade de acesso com menor custo
(PACKER; LUZ, 2007).

Tendo em vista minha experiéncia como médica de familia em dreas urbanas e rurais,
temos observado a prevaléncia de infec¢Oes bacterianas da cavidade oral por espécies de
Streptococcus. Por consequéncia, a busca de ampliar minhas alternativas terapéuticas
configura-se uma constante. Nao obstante a comprovacao cientifica de algumas atividades
bioldgicas da prépolis, ainda existem vérias lacunas que serdo preenchidas ao longo dos anos
a partir de pesquisas como esta.

Diante do exposto, questiona-se: H4 atividade antibacteriana no extrato hidroalcodlico
da propolis vermelha sobre Streptococcus pyogenes? Espera-se que os resultados sejam
positivos e assim possam colaborar com o controle e/ou diminui¢do de infec¢Oes bacterianas

por Streptococcus pyogenes € com os altos custos no tratamento dessas infecgoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico da propolis vermelha,

sobre cepas de Streptococcus pyogenes.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a concentrac¢ao inibitéria minima (CIM) do extrato da prépolis vermelha
contra cepas de Streptococcus pyogenes;

Verificar a interagdo do extrato da propolis vermelha em associacdo com a amicacina,

benzilpenicilina, ciprofloxacino e oxacilina.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Género Streptococcus pyogenes

O género Streptococcus corresponde a um grupo de bactérias em formato de cocos que
se coram pelo Gram; se dispdem aos pares ou em cadeias, sendo aerdbia facultativa a maioria.
Apresentam necessidades nutritivas complexas; muitas bactérias deste género fazem parte da
flora normal do organismo humano, estando presentes em mucosas do trato genital, digestivo,
respiratorio e na pele (MANSANO e RAMOS, 2010).

Pela sua capacidade hemolitica, esse género pode ser classificado em Streptococcus
beta-hemoliticos, o qual fazem a lise total das hemdcias, e Streptococcus nao beta-hemoliticos
(RODRIGUES et al., 2014).

O Streptococcus pyogenes é o principal representante dos Streptococcus beta-
hemoliticos; € uma bactéria extracelular, que se agrupa na forma de cocos em cadeia. Foi
primeiramente caracterizado por Rebeca Lancefield como Estreptococo Beta-hemolitico do
grupo A ou GAS (GAS, do inglés Group A Streptococcus); € constituido por um polimero de
ramnose e N-acetil-D-glucosamina (AMICIS et al., 2012).

Alguns constituintes celulares e substancias produzidas pelo Streptococcus pyogenes
favorecem a sua viruléncia. A maioria das espécies possui uma cdpsula de dcido hialurénico
que protege a bactéria contra a fagocitose.

Ancorada na parede e se estendendo até a superficie da bactéria, encontra-se a Proteina
M, uma proteina fibrilar com atividade anti-fagocitéria; tem fun¢do de adesdo a fibronectina,
interage com o fibrinogénio mascarando a presenca da bactéria no organismo, fixa-se a
por¢do Fc dos anticorpos, bloqueando as suas interagdes com os fagocitos.

Considerada uma de suas principais adesinas, a Proteina F promove a adesdo do
Streptococcus pyogenes a mucosa da faringe. A proteina inibidora do complemento anula
funcdo litica do sistema complemento.

O Streptococcus pyogenes produz duas hemolisinas, as estreptolisinas S e O;
evidéncias mostram serem responsaveis pela morte de fagdcitos, contribuindo para a
viruléncia. Ainda produzem exotoxinas pirogénicas que se comportam como superantigenos e

induzem producao de interleucinas (TRABULSI — ALBERTUM, 2015).

3.2 Patogenicidade
Streptococcus pyogenes causam infecdes que se iniciam em vias aéreas superiores ou

na pele. Em vias aéreas superiores, a transmissdo se dd por meio de aerossdis, iniciando a
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infeccdo por adesdo da bactéria ao epitélio da mucosa. Apesar da faringite apresentar
evolucgdo varidvel e processo autolimitado, pode complicar o quadro clinico com escarlatina,
choque téxico, bacteremias.

A escarlatina e o choque t6xico, por sua vez, sdo consequentes a a¢ao de toxinas, e a
bacteremia por invasdo da corrente sanguinea. A febre reumadtica, por exemplo, € a
complicagdo nao-supurativa principal, de origem autoimune (TRABULSI — ALBERTUM,
2015).

As infeccdes dérmicas podem ser adquiridas a partir de contato com pacientes
infectados por Streptococcus pyogenes com piodermite; podendo evoluir para infecc¢des
superficiais ou profundas, estas de progndstico desfavoravel. As infec¢des cutaneas podem
apresentar como sequela ndo-supurativa a glomerulonefrite difusa aguda, de natureza

imunolégica (TRABULSI — ALBERTUM, 2015).

3.3 Principais Infeccoes causadas por Streptococcus pyogenes

A faringoamigdalite aguda é um problema de saide publica, especialmente em
criancas, em todo o mundo; maioria dos casos de etiologia viral benigna e de curso auto-
limitado. Porém, em alguns casos, a etiologia é bacteriana, apresentando como principal
agente etioldgico o Streptococcus beta-hemolitico do grupo A, podendo apresentar graves
complicagdes, sendo a principal a febre reumética (BARBOSA JUNIOR et al., 2014).

A febre reumadtica e a doencga reumética cardiaca podem ocorrer como sequelas auto-
imunes em pacientes infectados por Streptococcus pyogenes. Quando as vélvulas cardiacas
sdo danificadas pela patologia, pode haver evolugdo para 6bito por insuficiéncia cardiaca.
Criancas e adultos jovens sdao os mais acometidos por febre reumatica, sendo a doenca
reumdtica cardiaca a sequela mais grave (AMICIS et al., 2012).

O diagnéstico da febre reumdtica € baseado em critérios: os critérios de Jones, que
foram revisados e publicados em 2015. Os critérios maiores sdo: cardite, artrite, coréia,
eritema marginado, ndédulo subcutaneo; os critérios menores sdo: poliartralgia, febre, elevacao
do VHS e/ou PCR, intervalo PR prolongado corrigido para a idade (PEREIRA et al., 2016).

O paciente é avaliado como de baixo risco ou risco moderado/alto, também analisado
se € o primeiro surto de febre reumdtica ou recidiva; para conclusdo do diagndstico é
necessario evidéncia comprovada de infec¢do prévia pelo Streptococcus beta-hemolitico do
grupo A. A profilaxia primdria para esta condic¢ao clinica é diagndstico precoce e tratamento
eficaz das infec¢des de vias aéreas superiores causadas pelo Streptococcus pyogenes

(PEREIRA et al., 2016).
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Ainda em se tratando da discussdo proposta, convém mencionar que a endocardite
infecciosa causada por Streptococcus pyogenes apresenta morbidade e mortalidade
significativas; apesar de tratamento adequado, apresenta progndstico reservado devido a seu
potencial de progressdo, podendo evoluir para 6bito (WEIDMAN et al., 2010).

A Bacteremia causada por Streptococcus pyogenes provém de uma fonte primdria; em
criangas, esta fonte € mais comum em faringites e infeccdes de pele. Houve uma diminui¢do
da incidéncia de endocardite apds o advento dos antibidticos, com tratamento adequado e
precoce das infec¢des piogé€nicas, impedindo a semeadura da bactéria em endocardio
(WEIDMAN et al., 2010).

Além disso, a glomerulonefrite difusa aguda pds-estreptocdcica tem associagdo com
infeccdo priméria de pele ou via aérea superior causada pelo Streptococcus pyogenes.
Apresenta-se clinicamente como sindrome nefritica (hematuria, edema, hipertensao e oliguria)
(RODRIGUES et al., 2016).

Ressalta-se que a prognéstico e curso clinico da doenca sdao mais favordveis em
criangas, nestes pacientes sdo raras a manifestacdo de proteintria macica e complicacdes
cardiovasculares. Em adultos ou pacientes com quadro clinico incomum, torna-se necessario
bidpsia renal para elucidacao diagnostica (RODRIGUES et al., 2016).

Anualmente, segundo a Organizacdo Mundial de Sadde, sdo diagnosticados 600
milhdes de novos casos de faringoamigdalite aguda, causada por Streptococcus pyogenes, em
criancas em todo o mundo. Desses casos, aproximadamente 500 mil evoluem com febre
reumatica e 300 mil com cardite reumatica. Estatisticas revelam que a prevaléncia dos casos
de febre reumadtica em paises menos desenvolvidos, incluindo a América Latina, é trés vezes
maior que nos paises mais desenvolvidos (BARBOSA JUNIOR et al., 2014).

No Brasil, estudos realizados pelas Sociedades Brasileiras de Cardiologia, Pediatria e
Reumatologia revelam que, anualmente, sdo diagnosticados aproximadamente 10 milhdes de
casos de faringoamigdalite aguda de causa estreptocécica, que evoluem para febre reumatica
em 30 mil casos, dos quais 15 mil evoluem com acometimento cardiaco (BARBOSA
JUNIOR et al., 2014).

Em 2007, internagdes de pacientes com febre reumatica ou cardite reumatica custaram
ao Sistema Unico de Sadde o valor aproximado de 10 milhdes de reais; 31% das cirurgias
cardiacas realizadas neste ano foram em pacientes com complicacdes cardiacas da febre

reumdtica (BARBOSA JUNIOR et al., 2014).
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3.4 Tratamento e resisténcia de Streptococcus pyogenes aos antimicrobianos

A literatura evidencia que os antibidticos de primeira escolha para o tratamento de
infec¢des por Streptococcus pyogenes sdo: fenoximetilpenicilina (penicilina V oral) ou
amoxicilina por 10 dias, ou ainda penicilina G benzatina por via intramuscular em dose tnica.
Se houver alergia a penicilina, pode ser usado estolato de eritromicina por 10 dias ou

azitromicina por 5 dias. O estado da arte ndo recomenda como primeira escolha a

azitromicina, pois o Streptococcus pyogenes desenvolve resisténcia aos macrolideos
rapidamente (BALBANI et al., 2009).

A penicilina € o antimicrobiano indicado para o tratamento de infec¢des
estreptocdcicas, desde 1940; justificando-se pelo baixo custo, baixa frequéncia de reagdes
adversas e ao espectro de a¢do limitado (SCALABRIN, 2003).

Em pesquisa com criangas rurais da Argentina, Delpech et al. (2017) ndo detectaram
resisténcia de cepas de Streptococcus pyogenes a penicilina e cefotaxima, como também nao
foi observado em outros paises.

Por sua vez, um estudo realizado em 25 instituicdes de oito paises europeus
evidenciou que, ndo houve expressao de resisténcia desta bactéria a penicilina ou cefotaxima
(GRACIA, 2009).

Na pesquisa realizada por Delpech et al. (2017), por exemplo, foi verificada elevada
prevaléncia de resisténcia do Streptococcus pyogenes as tetraciclinas, de importante
relevancia pois se associa a resisténcia a eritromicina.

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos se tornou um problema de satde
publica, aumentando a morbimortalidade e os custos de saide (RODRIGUES, 2010). O
desenvolvimento de resisténcia bacteriana estd associado a utilizacdo indevida dos
antimicrobianos, de forma irracional, tornando-se uma ameaca a sociedade.

O desenvolvimento de antimicrobianos diminuiu consideravelmente, com isso as
opg¢oes de tratamento para infecgdes bacterianas se tornam limitadas; a industria farmacé€utica
nio consegue acompanhar a evolugdo da resisténcia bacteriana. E necessério o uso racional de

antimicrobianos, lembrando o principio da ndo maleficéncia, diminuindo o risco de resisténcia

bacteriana (FARIA, 2016).



15

3.5 Propolis

A apicultura é um ramo da zootecnia, arte da criacdo de abelhas com ferrdo, que
contribui para o homem através da producdo de mel, prépolis, geléia real, cera (OLIVEIRA,
2015).

Em decorréncia do aumento do niimero de enxames nativos e apidrios, como também
pela biodiversidade da flora apicola do Brasil, a apicultura é exercida em todos os estados
brasileiros, com grande potencial produtivo e com mercado lucrativo para seus produtos.

Devido a estiagem, com prejuizo das atividades agricolas, o interesse pela apicultura
tem aumentado no interior da Paraiba, como uma nova atividade que exige menor consumo de
dgua com bom retorno financeiro; hd fornecimento de renda para o apicultor, ocupacio de
mao-de-obra familiar ou contratada e contribuicdo com a preservacdo da flora nativa
(OLIVEIRA, 2015).

99 ¢¢

A palavra propolis ¢ de origem grega, “pro” “em defesa de” e “polis” “cidade”;
significando defesa da cidade, da colméia (ABREU, 2008). Na medicina popular a prépolis
era utilizada desde tempos antigos (GALVAO et al, 2007). Era utilizada para o
embalsamento dos mortos no Egito antigo (1700 a.C.); usada também pelos assirios, gregos,
romanos, incas (PINTO et al., 2011).

A propolis era reconhecida devido a suas caracteristicas medicinais por antigos
médicos gregos e romanos, uma de suas utilidades foi de cicatrizante no tratamento de feridas;
seu uso medicinal se perpetuou na Idade Média (RIGH, 2008).

Ainda em se tratando da propolis, explicita-se que a mesma € uma resina de
composicdo complexa, coletada por abelhas da espécie Apis mellifera a partir de diversas
partes de plantas como botdes florais, brotos, exsudatos resinosos (OLDONI, 2007). Ao
produto coletado das plantas, as abelhas acrescentam secrecdes salivares, pdlen e cera,
justificando a variagdo de cores, textura e consisténcia (PINTO et al., 2011); apresenta
também influéncia em suas caracteristicas de acordo com variagdes ambientais, como: flora,
fauna, clima, época de colheita (PORTILHO et al., 2013).

Além disso, a propolis € composta quimicamente por flavondides (como a galangina,
quercetina, pinocembrina e kaempferol), dcidos aromdticos e ésteres, cetonas e aldeidos,
terpendides e fenilpropandides, esterdides, aminodcidos, polissacarideos, hidrocarbonetos,
acidos graxos (Lustosa et al., 2008). Estdo presentes também na composi¢do quimica da
propolis alguns oligoelementos, tais como: aluminio, vanddio, ferro, célcio, silicio, manganés,

estroncio e vitaminas B1, B2, B6 e C (SOUSA et al., 2007).
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Extratos etilicos de propolis de diferentes espécies (marrom, verde e vermelha)
apresentam flavonoides e compostos fendlicos; resultados obtidos no estudo de Andrade et al.
(2017) revelam alta atividade antioxidante da prépolis, principalmente devido a sua
composi¢cdo de compostos fendlicos, sugerindo uma fonte promissora de polifendis
biologicamente ativos.

Neste sentido, a propolis apresenta algumas finalidades na colméia; € usada para vedar
aberturas, para forrar a entrada da colméia, como forma de protecao; também € utilizada para
envolver, “embalsamar”, invasores que foram mortos na colméia, impedindo a degradacao
destes com posterior contaminagdo; mantém constante a temperatura da colméia. A baixa
incidéncia de bactérias e fungos na colmeia é decorrente da a¢do da prépolis (RIGH, 2008).

Na década de 80, o interesse pela prépolis aconteceu no Brasil, com o trabalho
pioneiro de Ernesto Ulrich Breyer (1981) que descreveu em sua obra, “Abelhas e saude”, as
caracteristicas terapéuticas da propolis e seu uso como antimicrobiano natural (Abreu, 2008;
Lima, 2006).

A composicao fitoquimica da propolis reflete a grande biodiversidade do Brasil. Até o
momento, foram identificados 13 tipos de propolis, caracterizadas de acordo com suas
caracteristicas fisico-quimicas. Park et al. (2002) identificaram a origem botanica de trés tipos
de propolis: tipo 3 — Populus L. familia Salicaceae, tipo 6 (prépolis marrom) — Hypts
fruticosa, tipo 12 (prépolis verde) — Baccharis dracunculifolia (FRANCHIN et al., 2017).

Atualmente, a prépolis ganhou destaque como produto natural, conhecida pela
diversidade de propriedades biologicas que possui; € utilizada como anti-inflamatorio,
antimicrobiano, antioxidante, imunomodulador, hipotensor, cicatrizante, anestésico, anti-
cancerigeno, anti-HIV e anti-cariogénico (Barbosa et al., 2009). Em decorréncia de suas
atividades bioldgicas, tem sido sugerido o uso da prépolis como suplemento alimentar

(Daugsch, 2008).

3.6 Propolis Vermelha

De acordo com as caracteristicas fisico-quimicas, a prépolis brasileira foi classificada
em 12 grupos. Em colméias de abelhas Apis mellifera, dentro de manguezais do nordeste
brasileiro, foi encontrado um novo tipo de prépolis, de coloracio vermelha, que foi
classificada como prépolis do grupo 13. Sua origem botanica provém da planta Dalbergia
ecastaphyllum, encontrada ao longo da praia e regido de mangue do nordeste brasileiro

(DAUGSCH, 2008).
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Bispo Junior et al. (2012) observaram efeito inibitério da prépolis vermelha, em baixas
concentracdes, frente a Staphylococcus coagulase negativa; na concentracao de 1%, o extrato
etandlico da prépolis vermelha foi eficiente para Proteus vulgaris, Proteus mirabilis e Shigela
flexneri. Neste trabalho, observou-se que houve uma maior atividade antibacteriana contra
bactérias Gram-positivas, em relacdo as Gram-negativas. Excelentes resultados foram
encontrados para a Candida albicans.

Experimentos realizados em ratos ressaltam a atividade anti-inflamatéria tanto da
prépolis vermelha como da prépolis verde, ac@o esta observada a nivel topico/local (edema de
orelha), como a nivel sistémico (edema de pata). Foi observada atividade antifiingica mais
efetiva do extrato hidroalcéolico de prépolis vermelha em comparacido ao de prépolis verde,
frente a Candida albicans e Candida guilliermondii (ABREU, 2008). Siqueira et al. (2014)
demonstram em seu trabalho que a prépolis vermelha apresenta potencial de inibi¢do da
Enterococcus faecalis.

Os extratos etandlicos e glicolicos de propolis verde e vermelha apresentam
capacidade de absorcdo da radiacdo ultravioleta; extratos de propolis verde apresentam
valores de absorc¢do na regido UV mais significativos que a propolis vermelha. Realizada
incorporagdo de extratos de propolis a um filtro solar quimico, observa-se aumento relativo no
valor do FPS, havendo uma maior protecao contra os raios solares (NASCIMENTO et al.,
2009).

Silva et al. (2017) demonstraram em seu trabalho o potencial anti-inflamatério da
prépolis vermelha brasileira. E sugerida a atividade da prépolis vermelha inibindo citocinas
pré-inflamatéria e diminuindo a expressdao de genes pré-inflamatoérios, que ativam vias do
sistema complemento e relacionados a migracdo de neutréfilos e macréfagos. O estudo refere
que a propolis vermelha pode ser tdo efetiva quanto a dexametasona, mas atuando com
mecanismos de a¢do diferentes.

Com a finalidade de potencializar a a¢do de antibidticos e diminuir a incidéncia de
efeitos colaterais, sugere-se a associacdo a produtos de acdo antimicrobiana de origem natural.
Araujo e Marcucci (2011) observaram sinergismo da propolis vermelha associada a

vancomicina contra cepas de Enterococcus faecalis.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de Pesquisa

Trata-se de uma pesquisa do tipo exploratdria, procedimento técnico experimental
com abordagem quantitativa. O método experimental consiste, especialmente, em submeter os
objetos de estudo a influéncia de certas varidveis, em condicdes controladas e conhecidas pelo
investigador, para observar os resultados que a varidvel produz no objeto. Ndo seria exagero
considerar que parte significativa dos conhecimentos obtidos nos tltimos trés séculos se deve
ao emprego do método experimental, que pode ser considerado como o método por

exceléncia das ciéncias naturais (PRADONOV; FREITAS, 2013).

4.2 Local da Pesquisa

Esta pesquisa foi realizada em parceria com o Campus da UFCG de Pombal-PB e o
Laboratério de Microbiologia e Parasitologia do Centro de Formac¢ado de Professores (CFP) da
UFCG-Campos de Cajazeiras-PB, por se tratar de um laboratério que dispde de toda
tecnologia para o desenvolvimento do estudo, no que concerne a todo um aparato de

equipamento, materiais e profissionais capacitados para atuarem na pesquisa.
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CAJAZEIRAS POMBAL JOAOD PESSOA

Figura 1 - Mapa ilustrativo da regido onde foi realizada a pesquisa

4.3 Obtencao do Material botanico
A amostra da prépolis vermelha foi obtida no apidrio EDIMEL localizado na cidade

de Jodo Pessoa — PB, Regido Nordeste do Brasil.

Figura 2- Amostra da prépolis vermelha bruta
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4.4 Preparacao do Extrato

O material apicola, 50g de propolis vermelha bruta, foi pesada, macerada e
posteriormente, submetida a solu¢do hidroalcéolica na concentragcao de 1:1 por 72 horas. Em
seguida a solugdo foi filtrada para reter a parte sélida e encaminhada para Universidade
Regional do Cariri (URCA).

A secagem do extrato foi realizada através da técnica de spray drying (secagem por
atomizacdo) com o uso do equipamento Mini-spray dryer MSDi 1.0 (Labmaq do Brasil),
utilizando bico aspersor de 1,2 mm, nas seguintes condi¢des operacionais: a) controle de
fluxo: 500 mL/h; b) temperatura de entrada: 120+2° C; c) temperatura de saida: 74+2° C; d)
vazao de ar de atomizacdo: 45 L/min; e) vazao do soprador: 1,4 m’/min (MASTERS, 1991).

O processo de secagem por atomizacdo consiste na mudanga de um produto que se
encontra no estado fluido para o estado s6lido em forma de pd, através de sua passagem em
um meio aquecido, numa operagdo continua (MASTERS, 1991).

Para diluicdo utilizou-se 0,5 pg do extrato da propolis vermelha, que foi

homogeneizado com 1 mL de Twin a 80% e 4 mL de dgua destilada, em recipiente estéril.

Propolis bruta ....'>

Figura 3- Fluxograma da preparacédo do extrato da propolis vermelha

Secag
atom




Figura 5: (A e B) Extrato da Prépolis vermelha em pé

4.5 Atividade contra bactérias
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4.5.1 Microrganismos

Os experimentos foram realizados com as linhagens padrdes bacterianas de
Streptococcus pyogenes (SP-ATCC19615) e multirresistentes como todas obtidas da cole¢ao
de microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Centro de Formagdo de
Professores(CFP/UFCG). Os estoques de culturas foram mantidos em Agar Heart Infusion

(HIA) e armazenados em refrigerador.

4. 5.2 Antibiéticos
Para avaliar a atividade moduladora da a¢do antibiética do extrato da propolis vemelha
foram utilizados os seguintes antibidticos, ciprofloxacino, oxacilina, amicacina e

benzilpenicilina.

4.5 .3 Concentragao Inibitéria Minima — CIM

A concentracdo inibitoria minima (CIM pg/mL) foi determinada em caldo Brain Heart
Infusion (BHI 100%) pelo método de microdilui¢do, usando uma suspensdo de 105 (Unidade
Formadora de Coldnia) UFC/mL (para escala de Mcfarland 0,5) e uma concentracdo do
extrato da prépolis vermelha de 1024 pg/mL diluida sequencialmente pelo titulo 1:2

(JAVADPOUR et al., 1996).

Seguindo os ensaios, foi preparado o meio de distribui¢cdo em tubos estéreis utilizando
100 puL do in6culo em 900 uLL do meio de cultura liquido BHI. Posteriormente o conteudo do
tubo foi transferido para placa de microdilui¢dao de 96 pogos, em sentido horizontal, utilizando

100 uLL em cada pocgo, perfazendo 09 pogos.

Em sentido vertical foi utilizado 100uL. em cada pogo, perfazendo 08 pocos. Apds
essa etapa, foi realizada a microdiluicdo das substancias (extrato de propolis e antibidticos)
sendo 100 puL nesse meio até pendltima cavidade (1:1). Na dltima cavidade ndo foi adicionada
por ser o controle de crescimento. As concentracOes variaram de 1024 ug/mL a 16 pg/mL. As
placas foram incubadas em estufa de crescimento a 37° por 24h. Apés o periodo de incubagdo
foi realizada a leitura das placas por visualizacdo de mudanga de cor do meio caracterizado

pela adicao de 20 uL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido).

A leitura desse experimento tem como caracteristica, a mudanca de cor do meio de
azul para vermelho indicando a presenga de crescimento bacteriano e a permanéncia em azul,

a auséncia de crescimento. A CIM foi definida como a menor concentra¢do na qual nenhum
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crescimento bacteriano foi observado, e serviu para a avaliacdo das substincias como
moduladoras da resisténcia aos antibidticos, a concentracao subinibitdria foi determinada pelo

CIM/8 para SP-ATCC19615. Os testes foram realizados em triplicata.

Adiciao de 100uL da

Suspensio de 105 UFC/mL Preenchimento da placa de solucéio do extrato
Inéculos diluidos em BHI » 96 pogos (100pL por » 1024 pg/mL na
100 % cavidade — 08 pocos)

primeira cavidade

¥

Diluicoes sucessivas
Adic¢ao de 20uL de 1:2 até penultima

A - Incubacao 24 horas cavidade
resazurina, ap6s 1h - a 37°C Concentracio de

avaliacao da CIM 1024ug/mL a

¥

Azul — auséncia de crescimento
bacteriano
Vermelho — presenca de crescimento
bacteriano

Figura 6- Fluxograma da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

4.5.4 Modulacao

Para avaliar a atividade moduladora da acdo de antibidticos os testes foram realizados em
triplicata. Cada poco da placa de microdiluicdo continha o extrato da prdpolis vermelha em
concentracdo subinibitéria de forma constante e os antibidticos em concentragGes decrescentes,
partindo de 1024ug/mL, diluidas sequencialmente 1:2 até 16ug/mL, sendo misturadas em caldo BHI
100%, este preparado com dgua destilada estéril.

Em cada pogo foi adicionado 100uL de caldo BHI 100% como 128ug/mL do extrado da
propolis vermelha que foi definida pelo CIM analisado com antecedéncia e indculo bacteriano (105
UFC/mL). Tais quantidades foram determinadas pela férmula de concentragéo.

No primeiro pogo sera adicionado 100uL de uma solucdo do antibidtico com 1024ug/mL,
procedendo a diluicdo sequencial com titulo 1:2 nos pogos seguintes. As placas foram incubadas a

37°C e lidas depois de 24h, com revelagao pela resazurina como descrito na determinag¢do do CIM.



Inéculos diluidos em BHI Adicdo de 100uL da

100 % Preenchimento da placa de lucio d tibid
(1:8) + extrato » 96 pogos (100uL por » S0l 111:;);2 "(;/?:I:mlﬁn

[ concentracio 128.g/mL ] cavidade — (8 pogos) primeira cavidade

¥

Diluicdes sucessivas

Adi¢do de 20pL de 1:2 até peniilima
resazurina, apés 1h - Incubacdo 24 horas « cavidade
avaliacio da CIM a 37°C Concentracio de

1024pg/mL a

' 16pg/mL

Azul — auséncia de cresd mento
bacteriano

Vermelho — presenca de crescimernto
bacteriano

Figura 7: Fluxograma da atividade moduladora

4.6 Analise estatistica
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Os dados foram expressos em valores de média e + erro padrao da média. A andlise

estatistica foi realizada usando o ANOVA e duas vias com teste de multipla comparacao

(Bonferroni), com auxilio do Gradphpad Prisma 7.0. Quando o valor de F for significativo,

comparacdes post hoc foram feitas pelo teste de Newman-Keuls. Valores de P < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacio da Concentrac¢ao Inibitéria Minima (CIM)

Os resultados da determinagdo da concentracdo inibitéria minima, revelaram que o

extrato da prépolis vermelha paraibana ndo possui atividade antimicrobiana clinicamente

relevante, para S. pyogenes (SP-ATCC19615), pois o valor do CIM > 1024 pg/mL.
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Figura 8: Placa avaliada na CIM

Outros estudos evidenciaram atividade antimicrobiana da prépolis vermelha, Bispo
Junior et al. (2012) observaram sensibilidade de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus e Staphylococcus coagulase negativa) ao extrato bruto da prépolis vermelha, como
também a fracdo hexanica, fracdo cloroférmica e acetandlica; foi evidenciada atividade
antimicrobiana do extrato de prépolis vermelha contra cepas Gram-positivas (100%), Gram-
negativas (62,5%).

Maia Aradjo et al. (2011) revelam atividade antibacteriana do extrato hidroalcéolico
da propolis vermelha frente a cepas de Staphylococcus aureus, tanto na técnica do pogo como
na técnica de difusdo em disco. Atividade antibacteriana do extrato da prépolis vermelha
contra cepas de Staphylococcus aureus € demonstrada, pelo método de microdilui¢do, com
CIM de 135,87 a 271,74 pg/mL (Almeida et al., 2017).

Regueira Neto et al. (2017) demonstrou que a propolis vermelha apresentou valores de
CIM entre 64 e 1024 pg/mL, contra cepas de Staphylococcus aureus, pelo método de
microdilui¢do em pocos; o estudo foi realizado com prépolis coletadas em estagdo chuvosa e
seca, o que pode ter determinado essa variacao da CIM.

De acordo com Nunes et al. (2009), ha variagdo na composi¢do quimica da prépolis de
acordo com a sazonalidade; no periodo chuvoso, as abelhas visitam arbustos e subarbustos,
enquanto que no periodo de estiagem, as espécies lenhosas sdo as principais fontes de néctar,
pélen e resina para as abelhas. Pode haver variacdo de resultados microbioldgicos entre

diferentes grupos de investigacdo pelos fatores associados a técnica de extragdo, origens
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geograficas diferentes, época em que a resina foi extraida, como também presenca de
qualquer contaminante.

No estudo também foi determinada a CIM com os antibiGticos, amicacina,
ciprofloxacino, benzilpenicilina e oxacilina. Os resultados revelaram um valor de CIM de
1024 pg/mL para a amicacina, 512 pg/mL para o ciprofloxacino, 128 pg/mL para a

benzilpenicilina, 1024 pg/mL para a oxacilina.

Figura 9: Placa avaliada na CIM

5.2 Modulacao

O teste de modulagdo objetiva verificar a influéncia da concentragdo subinibitéria do
extrato da propolis vermelha sobre a agcdo de diversas concentracdes de antibidticos frente a
cepas bacterianas.

A concentracdo subinibitéria € determinada por CIM/8; como ndo foi possivel

determinar a CIM do extrato da propolis vermelha, utilizou-se a concentrac¢do de 1024 ng/mL
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dividido por 8, apresentando a concentragdo de 128 pg/mL a ser usada nos ensaios de
modulacdo.

Os resultados demonstraram que a amicacina apresentou sinergismo na modulag¢do
frente a S. pyogenes, com reducdo da CIM de 1024 para 16 ug/mL. Houve antagonismo da
benzilpenicilina, com aumento da CIM de 128 pg/mL para 512 pg/mL. O ciprofloxacino
apresentou sinergismo, com reducdo da CIM de 512 para 16 pg/mL. A oxacilina também

apresentou sinergismo, com reducdo da CIM de 1024 para 256 pg/mL.

Figura 10: Placa avaliada na modulacdo
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Regueira Neto et al. (2017) avaliaram em seu estudo a modulagdo da propolis
vermelha coletada em periodo chuvoso e de estiagem, frente a Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, A prépolis vermelha coletada em estacdo seca demonstrou
melhorar a atividade do imipenem e gentamicina contra cepas das bactérias referidas; no
entanto, nao houve efeito sinérgico entre a propolis vermelha coletada em estagdo chuvosa e o

imipenem e a gentamicina, contra as mesmas cepas bacterianas.
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6 CONCLUSAO

O ensaio de microdilui¢do ndo demonstrou atividade antimicrobiana relevante contra
Streptococcus pyogenes.

Na avaliacdo da atividade modulatéria, foi observada acdo sinérgica do extrato da
propolis vermelha em associagdo com amicacina, ciprofloxacino e oxacilina; em associagdao
com benzilpenicilina ndo houve efeito sinérgico.

Padronizagao sobre locais de coleta da prépolis, como também variacdo sazonal e
formas utilizadas em sua extra¢do, podem contribuir positivamente para assegurar melhores
resultados em pesquisas futuras. As acdes podem estar relacionadas com a composi¢do
quimica da proépolis.

A continuidade dos estudos acerca dos tipos de propolis e suas atividades € sugerida, a
fim de ampliar as evidéncias cientificas, subsidiando assim novas alternativas terapéuticas,

proporcionando um cuidado seguro e de qualidade.
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