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ABREU, R. M. S. X. Atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico da prépolis vermelha
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RESUMO

A propolis vermelha é um produto resinoso popularmente consumido no Brasil, melhora a
saide e ¢é considerado um nutraceutical. Sua origem botanica provém da Dalbergia
ecastophyllum (L) Taub, conhecida popularmente como rabo-de-bugio, encontrada nos
mangues e costa do mar e dos rios, nos estados de Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Sergipe e
Bahia, estados do Nordeste do Brasil. A Pseudomonas aeruginosa ¢ um bacilo ndo
fermentador, gram-negativo, presente em diversos ambientes naturais, como no solo, na dgua,
em frutas e vegetais. Possui elevada resisténcia a antibidticos, capaz de infectar insetos,
animais e seres humanos, além de necessidade nutricional minima. O objetivo geral foi avaliar
a atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico da propolis vermelha paraibana sobre a
cepa de Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853). E especificos, determinar a concentracdo
inibitéria minima (CIM) do extrato da prépolis vermelha; verificar a interacdo do extrato da
propolis vermelha em associacdo com o0s antibifticos amicacina, benzilpenicilina,
ciprofloxacino e oxacilina. O extrato hidroalcodlico da propolis foi diluido em Twim a 80% e
dgua destilada estéril, a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método
de microdilui¢do em placa de 96 pocos. Para avaliar a atividade moduladora da agdo dos
antibidticos, utilizou-se a concentracdo subinibitéria do extrato e os antibifticos em
concentracdes decrescentes, partindo de 1024pg/mL, diluidas sequencialmente até 16pug/mL.
A andlise estatistica foi realizada utilizando o ANOVA. Os resultados dos testes mostraram
que o extrato da propolis vermelha paraibana nao possui atividade antimicrobiana
clinicamente relevante para P. aeruginosa (ATCC27853), pois o valor do CIM foi > 1024
pg/mL. Os antibidticos amicacina e ciprofloxacino demostraram atividade antibacteriana
contra essa cepa, enquanto que a benzilpenicilina e oxacilina demonstraram ndo possuir este
tipo de acdo. Nao foi observado efeito sinérgico quando associamos o extrato aos antibiéticos.
Mediante o fato de o extrato ndo ter demonstrado acao antibacteriana sobre a referida cepa da
pseudomonas aeruginosa, cujos motivos nao foi possivel relatar, sugere-se identificar os
componentes quimicos da propolis vermelha paraibana, pois pode apresentar variacdo em
virtude da sazonalidade, periodo de coleta, origens geograficas diferentes, presenca de
contaminantes, entre outros.

Palavras-chave: Prépolis vermelha, pseudomonas aeruginosa, extrato hidroalcodlico,
resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Red propolis is a resinous product popurlarly consumed in Brasil, improves health and is
considered as a nutraceutical. Its botanical origin originates from Dalbergia ecastophyllum
(L) Tau, popurlarly known as rabo-de-bugio, found in the mangroves and sea and rivers coast,
in the States of Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Sergipe e Bahia, states from Brazilian
Northeast. Pseudomonas aeruginosa is a non-fermentative bacillus, gram negative, present in
several natural environments, such as soil, water, fruits and vegetables. It has high resistance
to antibiotics, capable of infecting insects, animals and humans, has minimal nutritional need.
The general objective was to evaluate the antibacterial activity of the hydroalcoholic extract
of the parapolic red propolis on the Pseudomonas aeruginosa stumps (ATCC27853). E
specific - to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of the red propolis
extract; To verify the interaction of the red propolis extract in combination with the antibiotics
amikacin, benzylpenicillin, ciprofloxacin and oxacillin. The hydroalcoholic extract of propolis
was diluted in Twim at 80% and sterile distilled water, the minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined by the 96-well plate microdilution method. To evaluate the modulating
activity of the antibiotics the subinhibitory concentration of the extract and the antibiotics in
decreasing concentrations were used, starting from 1024 pg / mL, diluted sequentially up to
16 ng / mL. Statistical analysis was performed using ANOVA. The results of the tests showed
that the extract of paraiban red propolis does not have clinically relevant antimicrobial activity
for P. aeruginosa (ATCC27853), since the MIC value was > 1024 ug / mL. The antibiotics
amikacin and ciprofloxacin demonstrated antibacterial activity against this stump, whereas the
benzylpenicillin and oxacillin demonstrated to lack this kind of action. No synergistic effect
was found when associated with the antibiotic extract. Due the fact that the extract was not
placed, the antibacterial action on the pseudomonas aeruginosa stump, it was not possible to
report the motifs, it is suggested that the chemical components of the red propolis of Paraiba
may present the origin of the seasonality, period of collection, different geographic origins,
presence of contaminants, among others.

Key-words: Red propoli, pseudomonas aeruginosa, hydroalcoholic extract, Bacterial

resistance.
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1 INTRODUCAO

Mencionada na literatura pela primeira vez em 1892, por Schroeter, a Pseudomonas
aeruginosa foi chamada de Bacterium aeroginosium. A Pseudomonas aeruginosa é um bacilo
ndo fermentador, pertencente a familia Pseudomonadaceae presente em diversos ambientes
na natureza, tais como a agua e o solo, além de frutas e vegetais e capaz de infectar plantas,
insetos, animais e seres humanos (GOODERHAM; HANCOCK, 2009). Nesses, age como um
patégeno oportunista, causador de infec¢cdes em diversos 6rgdos e tecidos, a exemplo de pele,
pulmdo, olhos, ouvidos, trato urindrio, feridas e queimaduras (WILLIAMS et al., 2010,
COOGAN; WOLFGANG, 2012).

As infeccdes hospitalares, atualmente chamadas de Infeccdes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS), diz respeito a uma tematica que continua evocando atencdo no
cendrio mundial, enquanto um sério problema de satide publica, demandando pelo controle,
prevencdo e tratamento das IRAS. Trata-se de um episédio, ndo somente bioldgico, mas
historico e social, que gera impacto direto na seguranca da assisténcia a saide e constitui um
dos principais desafios mundiais para a qualidade dos cuidados em satde (SILVA, 2008,
OLIVEIRA; SILA; LACERDA, 2016).

No Brasil existe uma crescente busca por novas alternativas que se explica devido a
uma série de problemas relacionados a multirresisténcia, acarretada, na maioria dos casos, por
meio do uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos, que levam
a selecdo de microrganismos patogénicos mutantes resistentes a esses compostos, tornando o
uso de antimicrobianos de origem natural uma alternativa eficaz e econdmica (SILVA, 2008).

Neste contexto, o crescente aumento da resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos
antimicrobianos tem restringido as alternativas de tratamento das infec¢Oes relacionadas a
assisténcia a saide nos hospitais brasileiros, fazendo com que medidas sejam tomadas para
solucionar tais problemas, como: a busca de novos terapéuticos, acdes preventivas e de
erradicacdo devem ser desenvolvidas para controle do uso de antimicrobianos. Outra forma
que tem sido proposta para amenizar tal problema é o desenvolvimento de pesquisas para uma
melhor compreensdo dos mecanismos genéticos de resisténcia da Pseudomonas aeruginosa e
continuidade dos estudos referentes ao desenvolvimento de novas drogas sintéticas e/ou
naturais (NASCIMENTO et al., 2008).

Dentre os produtos naturais estudados, destaca-se a propolis, por apresentar ampla

diversidade de compostos ativos (BARBOSA et al.,, 2010). A utilizacdo da prépolis €
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ampla, podendo ser aplicada no fechamento de pequenas frechas como também para
embalsamar insetos mortos e proteger a colmeia de invasores. Sua composi¢do € um reflexo
direto da flora onde as abelhas estio localizadas (CABRAL, 2008). Devido a diversidade da
flora brasileira, as prépolis do Brasil foram agrupadas em 12 grupos distintos, de acordo
com a composi¢do quimica e atividades bioldgicas (SILVA, 2008).

Um novo tipo de prépolis, proveniente da regido de mangue do Estado de Alagoas,
teve sua origem botanica identificada como Dalbergia ecastaphyllum, L. Taub, conhecida
como rabo-de-bugio, uma espécie de leguminosa nativa dos manguezais alagoanos, na qual
produz e exibe seiva avermelhada (PORTILHO et al., 2013). Denominada de “propolis
vermelha”, por causa da sua coloracido vermelha intensa, foi classificada como o 13° tipo de
propolis brasileira, demonstrando vérias atividades biolégicas em ensaios in Vvitro
(ALENCAR et al., 2007).

Suas propriedades bioldgicas sdo atribuidas aos flavonoides e aos dcidos fendlicos,
destacando-se as acdes: anti-inflamatéria, citotdxica, antiaterogénica, cicatrizante,
regeneradora de tecido cartilaginoso e pulpar dental, antioxidante e antimicrobiana
(CABRAL et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2014). E necessario
considerar que a propolis tem um baixo custo, por ser de ficil acesso a populag¢do, nao
existindo contraindica¢cdes quanto ao seu uso terapéutico, podendo apresentar atividade
antibacteriana sobre a Pseudomonas aeruginosa.

Esse fato motivou-me para a realizacdo desta pesquisa, além da propolis vermelha ser
pouco conhecida e divulgada entre os profissionais da drea da saude. Apesar da relevancia
apresentada pela prépolis, ainda ndo € acessivel para muitos profissionais e, quando o servigo
oferece, os mesmos ndo possuem habilidades técnicas para fazer o seu uso correto.

Nesse sentido, este estudo foi desenvolvido com os objetivos de avaliar a atividade
antibacteriana do extrato hidroalcodlico da prépolis vermelha sobre cepas de Pseudomonas
aeruginosa; determinar a CIM do extrato da prépolis vermelha frente a cepa de P.
aeruginosa; verificar a acdo do EPV isolado e em associagdo com os antibidticos amicacina,

benzilpenicilina, ciprofloxacino e oxacilina.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Género Pseudomonas

N

O género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonadaceae (figura 1). A
Pseudomonas aeruginosa € um bacilo gram-negativo, presente em diversos ambientes
naturais, como no solo, na dgua, em frutas e vegetais. E patogénico, com elevada resisténcia a
antibidticos, sendo capaz de infectar insetos, animais e seres humanos (GOODERHAM;
HANCOCK, 2009; COOGAN; WOLFGANG, 2012). Possui necessidade nutricional minima,
sendo capaz de utilizar muitos compostos organicos como fonte de carbono e nitrogénio;

consegue tolerar uma ampla variedade de temperatura (4°C a 42°C) e € resistente a maioria

dos desinfetantes (SILVEIRA, 2014).

Figura 1: Arvore filogenética da Pseudomonas aeruginosa

Bacillus safensis (DSM=19292)
Microrganismo isolado em fenantreno
Bacillus altitudinis (DSM=21631)
Bacillus vallismortis (DSM=11031)
Bacillus atrophaeus (ATCC=49337)
Staphylococcus lentus® (ATCC=29070)
_[ Staphylococcus sciuri carnaticus (DSM=15613)
Acinetobacter calcoaceticus (ATCC=23055)
Acinetobacter genomospecies 3* (ATCC=17922)
Microrganismo isolado em antraceno
Acinetobacter baumannii (ATCC=19606)
Acinetobacter genomospecies 13" (ATCC=17903)
Acinetobacter haemolyticus* (ATCC=17908)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=25619)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=10145)
Pseudomonas aeruginosa padrio
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=9027)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=27853)
Bacillus megaterium (ATCC=14581)
Microrganismo isolado em naftaleno
Bacillus flexus (ATCC=49095)
Bacillus macauensis (DSM=17262)
Bacillus pumilus (ATCC=7061)

Fonte: PINHATI et al., (2014).

De facil identificac@o laboratorial, a Pseudomonas aeruginosa cresce sem dificuldade
em meios comuns de isolamento, como Agar sangue e MacConkey (figura 2. A e 2. B).
Possui odor de uvas caracteristico e produzem pigmentos hidrossoliveis, tais como,
pioverdina (pigmento fluorescente também produzido por outras espécies de Pseudomonas

pertencentes ao Grupo Fluorescente) e um pigmento azul caracteristico, a piocianina. A



14

7z

combinacdo destes dois pigmentos € responsdvel pela cor verde brilhante, caracteristica

patognomonica das coldnias de Pseudomonas aeruginosa (KONEMAN et al., 2008).

Figura 2: Pseudomonas aeruginosa; A) com células dispostas isoladamente ou aos pares; B)

Envolta em material mucéide capsular em paciente com fibrose cistica

Fonte: MURRAY (2006)

No homem, comporta-se como microrganismo oportunista, agente de infec¢do de
diferentes 6rgdos e tecidos, como pele, pulmao, trato respiratério, ouvidos, olhos, além de
feridas e queimaduras (WILLIAMS et al., 2010). Em pesquisa do Programa Mundial de
Vigilancia sobre a resisténcia a antimicrobianos (SENTRY Antimicrobial Surveillance
Program), realizado no periodo de 1997-2008, a Pseudomonas aeruginosa foi identificada
como principal agente causador da pneumonia hospitalar na América Latina (JONES, 2010).

Parkins et al. (2010), ao estudarem as causas epidemioldgicas das infec¢des da
corrente sanguinea (ICS) por Pseudomonas aeruginosa, em uma regiao do Canada no periodo
de 2000 a 2006, evidenciaram que 45% dos casos foram de origem hospitalar, 34% obtidos
em servicos de saide e 21% de origem comunitdria. Os pesquisadores observaram varios
fatores de risco, dentre eles: sexo masculino, idade avancada, transplantados, neoplasias,
cardiopatias, infeccdo pelo HIV, diabetes mellitus, doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) (PARKINS et al., 2010).

Segundo Martinez et al. (2008), apesar das infeccdes causadas por estes patégenos
serem agudas, a Pseudomonas aeruginosa pode ocasionar infec¢des respiratorias cronicas,
principalmente em pacientes com Fibrose Cistica ou com DPOC. No ambiente hospitalar, as
fontes de infeccdes por Pseudomonas aeruginosa podem ser de procedéncia enddgena ou

exdgena. A propagacdo desse microrganismo pode estar no trato respiratdrio, sobre o risco de
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pacientes sob ventilacdo mecanica e transplantados de pulmdo desenvolverem pneumonia
(FREITAS, 2013).

Bonten et al. (1999), ao analisarem a ocorréncia endémica de Pseudomonas
aeruginosa em um Centro de Terapia Intensiva (CTI), constataram que o trato intestinal foi a
fonte enddgena mais relevante para a posterior colonizagdo do trato respiratério. Nestes casos,
os patdgenos chegaram as vias aéreas dos pacientes pela via gastropulmonar, através da
colonizagdo da pele e maos de profissionais de saide temporariamente colonizados. As fontes
de contaminacdo exdgenas fora equipamentos contaminados e outros pacientes colonizados.
O uso de antimicrobianos proporciona uma vantagem para o crescimento seletivo da
Pseudomonas aeruginosa, sendo considerado outro importante fator de risco para a
colonizagdo das vias aéreas de paciente (FREITAS, 2013).

No estudo de Ferrareze et al. (2007), foi avaliada a ocorréncia de infec¢do hospitalar
por Pseudomonas aeruginosa multiresistente em pacientes hospitalizados em um hospital de
emergéncias e, numa totalidade 68 pacientes portadores de bactérias multirresistentes, 10
(14,7%) eram de Pseudomonas aeruginosa. Destes, 8 eram pacientes do sexo masculino,
cujas médias de idade e de internagdo foram respectivamente de 57 anos; 43,7, foi a média de
dias de internacdo e 7 pacientes morreram. Isolaram-se 8 cepas no sangue, cinco na urina,
duas em cateteres venosos € uma no liquor, das quais sete sensiveis somente a polimixina e

trés ao imipenem.

2.2 Determinantes de viruléncia e componentes estruturais envolvidos na patogenicidade

Virios determinantes de viruléncia estdo envolvidos e participam da patogenia das
infeccOes causadas por essa bactéria. H4 os determinantes de viruléncia ligados a superficie
bacteriana, como lipossacarideo, pilus do tipo IV, proteinas da membrana externa, flagelos e o
alginato, bem como fatores secretados pelos microrganismos, como as toxinas, elastases e
outras proteases, fosfolipases, fenazinas, ramnolipideos, sideroféros, exotoxina A e nitrito
redutase, entre outros (LAU et al., 2005; SADIKOT et al., 2005; GOODERHAM et al., 2009;
WILLIAMS et al., 2010; COOGAN; WOLFGANG, 2012; FREITAS, 2013).

O modo de interacdo da bactéria com o hospedeiro inicia-se com a adesdo das formas
livres do microrganismo, as formas planctonicas, as células do hospedeiro ou a superficies
inanimadas, como cateteres e proteses (LAU et al., 2005). Na superficie da bactéria, existe um

componente chamado pilus que € responsdvel por sua adesdo ao epitélio respiratorio
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(FREITAS, 2013). O flagelo fornece ao microrganismo motilidade e atividade cinética
(SADIKOT et al., 2005). No entanto, os flagelos também foram identificados como adesinas
para componentes diversos do trato respiratério (BUCIOR et al., 2012; FREITAS, 2013).

Segundo Plotkowski et al. (2001) e Freitas (2013), em um estudo in vitro foi apontado
que proteinas da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa possuem capacidade de
aderir-se a moléculas das membranas de células do epitélio respiratério humano. Outro
componente envolvido na patogenicidade da Pseudomonas aeruginosa é o alginato, um
polimero de polissacarideo que confere ao microrganismo uma aparéncia mucéide e funciona
como mediador de aderéncia a mucina, além de promover resisténcia parcial a mecanismos de
defesa do sistema imune inibindo a ligacdo de anticorpos, a fagocitose e a morte intracelular
em leucécitos (JYOT et al., 2011; TRABULSI; ALTERTUM, 2015).

A producdo de alginato favorece a durabilidade do microrganismo por longos periodos
de tempo, pois impede o acesso de elementos da resposta imune do hospedeiro e de
antimicrobianos (WILLIAMS et al., 2010). Essa sintese de alginato permite formar uma
matriz hidrofobica que ancora as bactérias a uma superficie colonizada, ocasionando
microcolonias rodeadas de uma matriz exopolissacaridea, formando uma populagdo
bacteriana muito organizada chamada biofilme (TRABULSI; ALTERTUM, 2015).

Os biofilmes s@o encontrados nos ecossistemas naturais e patogénicos € possuem um
importante papel em doencas infecciosas. Geralmente os micro-organismos estruturados em
biofilmes sdo resistentes a vdrios estresses do ambiente, como a acdo de agentes biocidas, a
antibioticos e a mecanismos de defesa humoral e celular do hospedeiro (COSTETON, 1999;
DONLAN et al., 2002; JIANG et al., 2006).

A Pseudomona aeruginosa tem a capacidade de adotar estratégias distintas em
resposta a sua interacdo com o ambiente e o hospedeiro. O conhecimento das condi¢Oes
ambientais por meio das vias de sinalizacdo, tais como: estado imune do hospedeiro,
integridade dos tecidos, o estado nutricional e a presenca de doengas de base como a Fibrose
Cistica, podem ajudar para o inicio de um processo infeccioso agudo ou croénico, pelo mesmo
microrganismo (FURUKAWA et al., 20006).

A patogénese das infeccdes agudas inclui a producdo de vérios determinantes de
viruléncia secretados conforme descrito na tabela 1, como por exemplo, toxinas, proteases,
proteinas translocadas pelo sistema de secrecdo do tipo trés (SST3) e ligados a superficie
(pilus tipo IV, flagelo). Pouco invasivas e ndo citotoxicas, as infec¢Oes cronicas raramente
resultam em dissemina¢do hematogénica e sepse, além de envolverem a formagdo de biofilme

que nas infeccdes em seres humanos propicia a resisténcia dos microrganismos aos
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antimicrobianos e os protege contra a acdo de elementos efetores do sistema imune do

hospedeiro (COGGAN et al., 2012; FREITAS, 2013).

Tabela 1: Fatores de Viruléncia Associados a Pseudomonas aeruginosa

Fatores de Viruléncia

Efeitos niologicos

Componentes Estruturais

Cépsula Polissacarideo mucoide, adesdo, inibe acdo dos antibidticos (p. ex.
aminoglicosideo), suprime a atividade dos neutrdéfilos e linfécitos.

Pili Adesao

Lipossacarideo Atividade de endotoxina

Piocianina Impede a fungdo celular, aumenta a liberacdo de IL-8 levando ao

estimulo da resposta inflamatéria, medeia o dano tissular através da
producdo de radicais toxicos de oxigénio (i. e. peréxido de hidrogénio,

superdxido, radicais hidroxila).

Toxinas e Enzimas

Exotoxina A

Inibe a sintese proteica, produz dano tissular (p. ex. cérnea, pele),

imunossupressor.

Exotoxina S

Inibe a sintese proteica, imunossupressor.

Citotoxina (leucocidina)

Citotoxico para membranas eucaridticas (p. ex. interfere na fungio

leucocitaria, produz dano microvascular pulmonar).

Elastase

Destrui¢do dos tecidos que contém elastina (p. ex. vasos sanguineos,
tecido pulmonar, pele), coldgeno, imunoglobulinas e fatores do

complemento.

Protease alcalina

Destruicdo dos tecidos, inativagdo do INF e TNF-a

Fosfolipase C Hemosilina termolébil, mediador do dano tissular, estimula a resposta
inflamatoria.
Ramnolipideo Hemolisina termo estdvel destréi tecidos que contém lecitina, inibe a

atividade ciliar pulmonar.

Resisténcia antibiotica

Complica a terapia antimicrobiana

Fonte: MURRAY (2006)
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2.3 Principais Infeccoes causadas por Pseudomonas aeruginosa e Fatores predisponentes

A Pseudomonas aeroginosa causa uma série de infecgdes humanas. Dentre elas, pode-
se citar as infecgdes do Trato Respiratério Inferior (pneumonias, infecgdo pulmonar cronica
na fibrose cistica); Trato Respiratério Superior (otite externa, sinusite, conjuntivite, etc.);
Sistema Nervoso Central e bacteremia (meningites, abcesso cerebral, septicemia,
endocardite); Trato urindrio através de cateterismos, cirurgias, transplantes renais); Trato
gastrointestinal (enterocolite necrosante , inflamacao do seco); Infec¢des superficiais e tecidos
moles (foliculite, celulite, necrose, gangrena) e Infec¢des Osseas e das articulares
(osteomielite, osteocondrite) (BUCIOR et al., 2012; FREITAS, 2013; TRABULSI;
ALTERTUM, 2015).

2.4 Tratamento e resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos

Dentre as dificuldades encontradas em tratar infeccdes por Pseudomonas aeruginosa,
estd a grande resisténcia aos agentes antimicrobianos. Este fator é tio complexo quanto sua
viruléncia. Além dos mecanismos de resisténcia intrinsecos e os adquiridos por mutagdo
classica, podem surgir outros por condi¢cdes ambientais, chamados de resisténcia adaptativa
(GOODERHAM; HANCOCK, 2009).

Durante muito tempo, a polimixina B e a colistina (polimixina E) foram os tnicos
antibidticos comercializados que apresentavam atividade contra Pseudomonas aeruginosa,
porém o seu uso poderia causar nefrotoxicidade. Apds algum tempo, ambos os farmacos
foram substituidos por gentamicina e carbenicilina. No entanto, os promissores resultados
duraram pouco tempo, pois ocorreu resisténcia também a essas drogas (TRABULSI;
ALTERTUM, 2015).

Segundo Gooderham e Hancock (2009), vérios agentes antimicrobianos com atividade
antipseudomonas tem sido produzidos, incluindo as cefalosporinas de terceira geracdo
(cefoperazona, ceftazidima), cefalosporinas, de quarta geracdo (cefepime e cefpiroma),
penicilina de amplo expectro (ticarcilina, piperacilina), monobactamicos (aztreonam),
carbapenems (imipenem e meropenem) e fluoroquinolonas (ciprofloxacina, ofloxacina).
Atualmente, a ceftadizima é o B-lactamico de referéncia, j4 dentre os aminoglicosideos a
amicacina tem apresentado a maior atividade. O uso de fluoroquinolonas tem sido limitado

devido ao alto nivel de resisténcia adquirida, por isso, recomenda-se nas infec¢des severas,
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um tratamento sinérgico associando um B-lactdmico (como ceftazidima ou imipenem) com
um aminoglicosideo (geralmente amicacina, gentamicina ou tobramicina) (TRABULSI;
ALTERTUM, 2015).

Em relagdo ao uso de produtos naturais como antimicrobianos, Freire, Alencar e
Rosalen (2016) afirmam que a prépolis vermelha tem um amplo espectro antimicrobiano em
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O extrato etilico, a fracdo de cloroférmio e/ou
alguns compostos isolados da prépolis demonstraram uma notdvel acdo antibacteriana contra
microrganismos orais como Actinomyces naeslundii, bactérias cariogénicas do tipo,
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e patdgenos periodontais, a exemplo de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gengivais, Prevotella intermedia,
como também contra microrganismos potencialmente envolvidos em infec¢des sistémicas ou
focais: Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. Para os
pesquisadores, o0 mecanismo da atividade antimicrobiana da prépolis é complexo e pode ser
atribuida a presenca de varios compostos bioativos, particularmente isoflavonoides.

Marcucci et al. (2001); Lu et al. (2005); Oliveira et al. (2006); Packer e Luz (2007),
afirmam que a atividade antibacteriana de propolis brasileira, frente a bactérias gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Spreptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis) e gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa), existe. Porém, esta acdo é maior quando comparada a gram-

negativas.

2.5 Proépolis

A apicultura € uma das poucas atividades agropecudrias que atende aos trés requisitos
da sustentabilidade: o econdmico, o social e o ecolégico. Sendo assim, fornece renda para o
apicultor, ocupa mao-de-obra familiar ou contratada e contribui para a preservacio da flora
nativa, pois € dela que sdo extraidos o néctar e o polen, componentes essenciais para a vida
das colmeias (OLIVEIRA, 2015).

Diversos produtos sdo retirados da apicultura que sdo produzidos pelas abelhas para
uso humano. Alguns sdo resultantes do processamento de materiais coletados na natureza,
como o mel, a propolis e o pélen. Outros, porém, sdo resultados da producdo glandular das
abelhas como geleia real, cera e o veneno (OLIVEIRA, 2015).

A prépolis tem sido utilizada como um produto terapéutico natural ha mais de 5.000
anos, apresentando atividades anti-inflamatorias, antioxidantes, antissépticas,

anticariogénicas, bactericidas, bacteriostdticas e cicatrizantes. Aristoteles (384 — 322 a.C)
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recomendava o seu uso em tratamentos de abscessos, escoriagdes, € ainda soldados romanos
carregavam esse produto como medicamento de emergéncia nos combates (COSTA;
OLIVEIRA, 2005; OLIVEIRA, 2012).

A palavra prépolis € derivada do grego pro (em defesa) e polis (cidade ou
comunidade), isto é, em defesa da comunidade (MARCCUCI, 1996; LUSTOSA et al., 2008).
A prépolis é uma mistura complexa, formada por material resinoso e balsimico. E produzida
pelas abelhas a partir dos ramos, flores, pélen, brotos e exsudatos de arvores e, além desses,
na colmeia, as abelhas adicionam secre¢des salivares (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO,
2002; GOMES et al., 2016). A flora disponivel na localidade influencia diretamente no tipo,
coloragcdo e na quantidade produzida pelas abelhas. Existem ainda outros fatores que estdo
relacionados com a produgdo e qualidade da prépolis como, localizagdo do apidrio, raca das
abelhas, materiais utilizados, densidade da colmeia e época do ano (COSTA; OLIVEIRA,
2005).

Mais de 300 compostos quimicos ja foram identificados na propolis de diversas
regides do mundo, dentre os quais: dcidos graxos e fendlicos, ésteres, flavonoides (flavonas,
flavononas, flavondis, di-hidroflavondis, etc.), terpenos, esteroides, aldeidos e 4cidos
aromdticos, sesquiterpenos e naftaleno, numa tentativa de se identificar substincias com
poderes medicinais (MARCUCCI et al.,, 2001; PEREIRA; SEIXAS; AQUINO, 2002;
LEMOS JUNIOR; LEMOS, 2013).

Segundo Couto e Couto (2002), a coloragdo e composi¢cdo da propolis modificam-se
conforme a origem do material utilizado como matéria prima, podendo variar entre amarela,
parda, vermelho escuro, verde limao, cinza esverdeado e café. A composicdo da prépolis é
complexa e consiste basicamente de 55% de resinas e bdlsamos, 30% de cera (dcidos graxos),
10% de odleos voléteis € 5% de polen e material organico entre outros. Os flavonoides e o
acido cafeico sdo os principais responsaveis pelo poder antibidtico da resina.

As abelhas utilizam essa resina para proteger a colmeia contra a invasao e proliferacio
de microrganismos, incluindo fungos e bactérias, como também para regular a temperatura
interna em torno de 35°C; embalsamar invasores (insetos) mortos que ndao possam Ser
retirados evitando sua decomposi¢do; impermeabilizar as paredes dos favos com fins
antissépticos, isolando a colmeia de tudo que possa comprometer a sobrevivéncia da coldonia
(BISPO JUNIOR et al., 2012).

No mundo, o consumo da propolis € estimado em cerca de 700-800 toneladas/ ano, e o
Brasil € o segundo maior produtor mundial, logo atrds da China. Existe cerca de noventa

produtos a base de prépolis disponiveis no mercado para consumo. Vao desde a industria
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farmaceéutica a cosmética (dentre eles, cdpsulas, condicionador, xampu, sabonete, dentifricio,
batom, bala, chd, protetor solar, gel pds-barba, creme, pomada, enxaguatério bucal, etc.)
(BEZERRA, 2015).

A propolis brasileira tem sido amplamente estudada para elucidar suas vdrias
propriedades biolégicas (PARK et al., 2002). Utilizada como um importante fitoterapico
devido aos estudos que revelaram seu potencial antibacteriano, anti-inflamatério, antiviral,
antifingico e imunomodulatério (GOMES et al., 2016). Também, apresenta propriedades
farmacoterapéuticas que a coloca como possivel alternativa ao uso dos antibidticos. No
entanto, hd necessidade de uma padronizacdo das doses e dos extratos (COELHO et al.,
2010). A mais popular e mais estudada € a prépolis verde que tem origem da Baccharis
dracunculifolia (alecrim-do-campo), amplamente distribuidas nas regides Sul e Sudeste do
Brasil, nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais (PARK et al., 2002; ARAUJO 2014).

Em relacdo as caracteristicas farmacoldgicas da prépolis, varios estudos nacionais e
internacionais confirmam a diversidade de atividades bioldgicas da prépolis e, dentre elas, a
antimicrobiana. A a¢do bacteriostética e bactericida in vitro dos extratos de prépolis tem sido
testada em diferentes linhagens de bactérias (SOARES et al., 2017). Os trabalhos apontam
para uma relevante atividade da proépolis, principalmente contra bactérias Gram-positivas e
acdo limitada contra Gram-negativas (MARCUCClI et al., 2001).

Miyares et al. (1988) realizaram um estudo clinico com extrato de prépolis versus
tinidazol que foi feito para demonstrar sua efetividade contra giardiase em 48 criangas e 90
adultos, em dois grupos selecionados aleatoriamente. A prépolis foi usada com concentra¢io
menor em criancas (10%) e, quando a concentracdao foi elevada a 30% nos restantes 50
pacientes, houve maior efetividade (60% de cura versus 40% com tinidazol) quanto aos
resultados.

Um estudo polonés de Szmeja et al. (1989) avaliou a propolis em infec¢des gripais
comuns em 50 pessoas durante o ano de 1987. No grupo experimental, a regressdo dos
sintomas ocorreu no primeiro dia de tratamento. A recuperagdo completa deste grupo deu-se
em 1 dia (5 pacientes), em 2 dias (16 pacientes) e em 3 dias (3 pacientes). O grupo placebo
teve sua plena recuperagdo em média em 4,8 dias. No grupo propolis, os sintomas duraram
2,5 menos tempo que no grupo controle.

Grange e Davey (1990) realizaram um estudo experimental com prépolis, em 4gar
nutriente que demonstrou inibi¢do completa do crescimento de Staphylococcus aureus e
epidermidis, Enterococcus spp., Corybacterium spp., Branhamella catarrhalis e Bacilus

cereus. Inibiu parcialmente o crescimento de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.



22

Em Klebsiella pneumoniae nao houve efeito. Verificou-se ter efeito inibitério preferencial
sobre cocos Gram-positivos. Os achados de Grange, Davey (1990) estdo na mesma direcao
dos resultados de MARCUCCI et al. (2001), apontando uma relevante atividade da prépolis,
principalmente contra bactérias Gram-positivas e a¢do limitada contra Gram-negativas.

No estudo de Magro-Filho e Carvalho (1994), foram analisados os efeitos de prépolis
na boca no processo de reparacdo de feridas cirtrgicas apds sulcoplastia pela técnica
Kazanjian modificada. Vinte e sete pacientes que foram submetidos a sulcoplastia foram
divididos em trés grupos: pacientes que ndo usaram o bochecho, pacientes que usaram
bochecho contendo 5% de dlcool e pacientes que usaram bochecho contendo prépolis em
solucdo aquosa de 5% de alcool. Os pacientes retornaram, respectivamente, em 7, 14, 30 e 45
dias apds a cirurgia para avaliacdo citologica e clinica. Foi concluido que a solugdo para
bochecho contendo propolis repara feridas cirtrgicas intrabucais, exerce efeito analgésico e
anti-inflamatdrio pequeno; e que o veiculo utilizado tem menor efeito irritante sobre as feridas
cirdrgicas intrabucais.

Santana et al. (1995), em estudo prospectivo em mulheres com cervicite aguda e com
esfregaco vaginal positivo para algum tipo de infec¢do, no qual as pacientes foram
randomizadas, o grupo experimental recebeu topicamente prépolis a 5% e o grupo controle
solucdo de lugol por 10 dias consecutivos. Verificou-se que todas as pacientes do grupo
experimental ndo apresentaram quaisquer sintomas apds o tratamento, 100% dos esfregacos
vaginais foram negativos € 90% das pacientes atingiram epitelizagao total do colo do ttero em
10 dias de tratamento.

Na pesquisa de Crisan et al. (1995), foi utilizada a metodologia caso-controle em pré-
escolares e escolares e observaram o efeito da propolis na inflamacdo aguda e cronica das vias
aéreas superiores, durante toda a temporada fria de 1994-1995. O monitoramento dos
subgrupos investigados foi realizado por observacgao clinica do estado de satude e dos sintomas
caracteristicos de doengas rinofaringea aguda ou crénica, bem como por exame laboratorial
periddico para a deteccdo e caracterizagdo viral, bacteriana ou flingica e do transporte de
germes. Os resultados obtidos mostraram efeitos favoraveis desse tratamento local, com
reduc¢do dos sintomas agudos ou cronicos e diminui¢ao ou supressao da flora viral-microbiana
das vias aéreas superiores.

Murray e Worthington, Blinkhorn (1997), em estudo duplo- cego, investigaram a
eficacia de solu¢do contendo prépolis para bochecho na inibi¢do da formacdo de placa

dentéria, comparando com clorexidina e placebo. A clorexidina foi significativamente melhor



23

que os outros na inibi¢do da placa, enquanto a prépolis foi marginalmente melhor que o
placebo, mas essa diferenca nao foi significativa.

Vynograd et al. (2000) compararam a eficicia da pomada de prépolis contendo
naturais flavonoides com pomadas de aciclovir e placebo. Foram incluidos noventa homens e
mulheres com infec¢des recorrentes de herpes genital tipo II. Trinta individuos foram
randomizados para cada grupo. O tratamento foi iniciado na fase de bolha. Os participantes
foram examinados nos dias 3, 7 e 10 de tratamento, por médicos de 7 diferentes centros. Em
cada exame, as lesdes foram classificadas em quatro etapas: vesiculares, ulceradas, com crosta
e curadas. No 10° dia, 24 dos 30 individuos do grupo de prépolis tinham se curado; no grupo
de aciclovir, 14, de 30 pacientes; e, no grupo de placebo, 12 de 30 foram considerados
curados (P =0,0015). O processo de cicatrizac@o foi mais rapido no grupo da prépolis.

Chen et al. (2004) realizaram na China um estudo experimental cujo objetivo foi testar
o efeito apoptdtico em células de melanoma humano de seis substincias extraidas da prépolis,
chamadas propolinas A, B, C, D, E e F. O tratamento de células de melanoma humano com
esses extratos de propolis, durante 24 horas, induziu alteragdes morfoldgicas celulares, tais
como condensacdo da cromatina do nucleo e encolhimento celular. Deduziram que as
alteracdes morfoldgicas celulares sdo provocadas por apoptose celular.

De acordo com Ota et al., (2011), a atividade antiftingica dos extratos etanoicos da
propolis (EEP) de amostras de prépolis coletadas em Sao Paulo foi verificada em 80 cepas de
levedura de Candida, estando entre elas C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e C.
guilliermondii, resultando em maior suscetibilidade a C. albicans, seguido de C. tropicalis, C.
krusei e C. guilliermondii.

A propolis também tem sido utilizada na Medicina Veterindria. Souza, Fischer e
Vargas (2013), em revisdo realizada na literatura, descreveram estudos realizados sobre a
fun¢do antimicrobiana da propolis em microrganismos de interesse veterindrio. Nos estudos
foram analisadas as atividades: antiviral, antibacteriana, antifingica e antiparasitdria. Os
resultados mostraram que a agdo antimicrobiana, in vitro, assim como a composi¢cao de
propolis obtida de diferentes regides, vém sendo pesquisadas contra diversos agentes de
interesse humano e veterinério.

Além disso, a propolis demonstrou efeito contra vérios agentes de interesse veterinario
in vitro, sendo esse efeito dose dependente. Porém, poucos estudos in vivo foram
desenvolvidos, restando uma grande lacuna a ser preenchida, ndo somente em relacdo a outras

espécies como também em relacdo a outras vias de administragdo.
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Outro estudo na drea da medicina veterindria foi realizado por Gomes et al. (2016), no
qual foi avaliada a atividade antibacteriana do extrato alcodlico da prépolis marrom sobre
isolados de bactérias Gram-positivas: Rhodococcus equi, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., € isolados de bactérias
Gram-negativas: Enterobacter agglomerans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp., Salmonella spp. e Serratia
rubidaea provenientes de processos clinicos infecciosos de animais domésticos, obtidas e
armazenadas no Laboratério de Bacteriologia da FAMEZ/UFMS. O extrato de prépolis
marrom apresentou atividade antimicrobiana com concentracdo inibitéria minima (CIM),
variando de 2,25 a 18,9mg/mL para as bactérias Gram-positivas e 4,5 a 18,9mg/mL para as
bactérias Gram-negativas, sendo as bactérias provenientes de bovinos e caninos as mais
resistentes. O estudo conclui que a propolis marrom tem acdo bactericida, em fun¢do da
espécie da bactéria e da procedéncia animal.

Outro tipo de aplicacdo da propolis tem sido na odontologia. Dessa forma, Stefanello,
et al. (2017) avaliaram os efeitos de solu¢des naturais na formacao do biofilme e na prevencao
da desmineralizacio dos dentes. Assim, o estudo piloto, in situ, foi realizado com 12
voluntdrios que utilizaram dispositivos de acrilico removivel, contendo 4 blocos de dente
cada. A amostra foi dividida em quatro grupos, com trés individuos em cada grupo, os quais
testaram as seguintes solugdes: soro fisiologico (Grupo 1), clorexidina 0,12% (Grupo 2), 6leo
de melaleuca 0,2% (Grupo 3) e extrato de propolis 30% (Grupo 4).

Ao final de 14 dias o biofilme formado foi coletado e semeado em trés meios de
cultura diferentes, os blocos de dente foram pesados em balanca de precisdo e testados quanto
a microdureza superficial. O crescimento bacteriano nos diferentes meios de cultura foi menor
no grupo que utilizou a propolis como solucdo teste, comparado com as demais substancias.
No grupo que utilizou prépolis houve uma tendéncia a ganho de peso, apds o desafio
cariogénico, com diferenca significativa para os grupos que utilizaram soro fisiolégico e
clorexidina, que mostraram perda mineral. O 6leo de melaleuca ndo se mostrou efetivo na
inibicio da formacdo do biofilme e teve pouca variabilidade nos niveis minerais, na
concentracao utilizada.

De acordo com Park et al. (2002), em paises de clima temperado, sdo poucas as
plantas que produzem a resina apicola, diferentemente do Brasil onde hd uma vasta variedade
delas. A propolis brasileira foi classificada em 13 tipos, de acordo com suas caracteristicas
fisico-quimicas e botanicas. Tem sido amplamente pesquisada, considerada a mais popular e

mais estudada, porém, a prépolis vermelha foi identificada recentemente, recebendo esse
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nome por apresentar coloracdo vermelha intensa e por sua composi¢do quimica diferir dos

demais 12 tipos de prépolis brasileiras (ARAUJO, 2014).

2.6 Propolis Vermelha e sua origem botanica

A propolis vermelha € um produto resinoso popularmente consumido no Brasil,
melhora a saide e € considerado um nutraceutical (LOPES et al., 2015). Sua origem botanica
provém da Dalbergia ecastophyllum (L) Taub (Figura 3), conhecida popularmente como
rabo-de-bugio, rabo-de-macaco, marmelo-do-mangue, marmeleiro-da-praia, moeda-de-
videira, entre outros (ARESI, 2011). Uma planta pertencente a familia Fabaceae que ¢é
considerada a segunda maior familia de plantas medicinais. E encontrada nos mangues e costa
do mar e dos rios, nos estados de Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Sergipe e Bahia, localizada
no Nordeste do Brasil (DZOYEM et al., 2014; FREIRES; ALENCAR; ROSALEN, 2016). A
propolis vermelha do estado de Alagoas obteve recentemente a Indicacdo geogréfica (GI) pelo

Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), (LOPEZ et al., 2011).

Figura 3: Dalbergia ecastophyllum (L) Taub

i - e g = -
" J ' @ S
= v 4 o M o "

Fonte: Ufrgs (2010)

Denominada de “propolis vermelha” por causa da sua coloragdo vermelha intensa,
(Figura 4) foi classificada como o 13° tipo de prépolis brasileira e tem evidenciado vdrias

atividades bioldgicas em ensaios in vitro (ALENCAR et al., 2007). Cabral et al. (2009)
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avaliaram extratos com polaridades crescentes obtidos em amostras de prépolis vermelha
oriundas do Estado de Alagoas. Os extratos etanoicos de propolis (EEP) e suas fracdes
apresentaram forte atividade antioxidante e antibacteriana, estando relacionada com o

conteddo de polifenéis (FIANCO, 2014).

Figura 4: Coleta da secrecdo resinosa avermelhada

Fonte: Globo (2018)

Silva (2008), em estudo realizado, identificou a composicdo quimica e atividade
bioldgica do extrato etanoico da prépolis vermelha (EEP) e do extrato etanoico da resina da
planta (EER). Os resultados demonstraram o mesmo perfil quimico entre o EEP e o EER da
planta Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub., cuja caracteristica foi a alta concentracdo relativa
das isoflavonas 3-hidroxi-8, 9-dimetoxipterocarpin e medicarpina. A prépolis vermelha
apresenta em sua composi¢do, entre outros compostos quimicos, medicarpina, vestitol,
isoliquiritigenina, formononetina e dadzeina (LOPEZ et al., 2011).

A prépolis vermelha encontrada em diferentes regides do mundo e diferentes locais
geograficos pode diferir na composi¢ao quimica (LOPEZ, et al 2011). A prépolis vermelha do
Nordeste do Brasil (grupo 13) possui semelhanga com a prépolis de Cuba, em relagdo aos
flavondides presentes. Os compostos quimicos encontrados na propolis de Cuba sdo: acido
gdlico, isoliquiritigenina, (-)-liquiritigenina, formononetina, biochanina A, (3S)-vestitol, (3S)-
7-O-metilvestitol, (3S5)-7,4"-diidroxi-2"-metoxiisoflavana, (6aS,11aS)-medicarpina,

(6aS,11aS)-homopterocarpina, (6aR,11aR)-vesticarpana, (6aR,11aR)-3,8-diidroxi-9-
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metoxipterocarpana, (6aR,11aR)-3-hidroxi-8,9-dimetoxipterocarpana, (6aR,11aR)-3,4-
diidroxi-9-metoxipterocarpana. (PICCINELLI et al., 2005; DAUGSCH, 2007; MORAES,
2009, PICCINELLI et al., 2011; BEZERRA, 2015).

Os perfis quimicos do EEP e do EER, obtidos ao longo do ano através dos testes
quimicos, apresentaram-se distintos dos perfis dos demais 12 tipos de prépolis brasileiras ja
classificadas e variaram quantitativamente de acordo com a sazonalidade, tendo, ainda, uma
potente acdo bioldgica (BEZERRA et al.,, 2015; BATISTA et al., 2012; NUNES, 2009;
ALENCAR et al., 2007; DAUGSCH et al., 2007). Produzida pelas abelhas da espécie Apis
melifera, as propriedades biol6gicas da propolis vermelha sdo atribuidas aos flavonoides e aos
acidos fendlicos, destacando-se as acdes: anti-inflamatéria, citotoxica, antiestrogénica,
cicatrizante, regeneradora de tecido cartilaginoso e pulpar dental, antioxidante, anticancerosa
e antimicrobiana (SIQUEIRA et al., 2014; FREIRES; ALENCAR; ROSALEN, 2016).

A pesquisa de Frozza et al. (2013) foi pioneira ao abordar os principais compostos do
extrato hidroalcodlico da prépolis vermelha de Sergipe, Nordeste do Brasil, além de sua
atividade antioxidante e o efeito citotdxico contra células tumorais. O estudo indicou que a
propolis vermelha é composta de moléculas complexas e exibe propriedades bioldgicas
importantes com capacidade de eliminar radicais livres e inibir células tumorais em
crescimento.

O neovestitol e vestitol, isolado a partir de propolis vermelha brasileira, inibiu a
migracdo de neutr6filos no rato mostrando assim atividade anti-inflamatdria (Bueno-Silva et
al. 2013). Teles et al. (2015) avaliaram os efeitos da propolis vermelha no modelo de ablagao
renal 5/6 (NX). Ratos adultos foram submetidos a NX e, divididos em grupos nao tratados
(NX) e tratados (RP), (NX + RP), ap6s 30 dias de cirurgia, os ratos apresentavam hipertensao
e proteinuria e foram observados por 90 dias a partir do dia da cirurgia. A utilizagdo da
propolis vermelhas reduziu, pelo menos parcialmente, a hipertensdo, a proteindria e a reteng¢ao
de creatinina do soro nos animais NX, bem como os danos glomerular e intersticial expansao.
Estes resultados foram acompanhados de uma reducao na infiltragao de macréfagos e estresse
oxidativo. Foi a primeira vez que os efeitos de prépolis vermelha na protecdo renal foram
demonstrados. No entanto, sugerem estudos adicionais para esclarecer completamente
mecanismos pelos quais a propolis vermelha exerce seus efeitos benéficos.

Freires, Alencar e Rosalen (2016) tentaram explicar sobre os farmacos nutraceuticais
da propolis vermelha brasileira. Em virtude de sua composi¢do quimica ser muito distinta, a
propolis vermelha brasileira apresentou propriedades bioldgicas e pode ter potencial impacto

contra algumas doencas humanas. Portanto, a pesquisa quimica e bioldgica demonstrou que
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alguns dos compostos da propolis vermelha brasileira t€ém alto potencial para se tornarem
drogas alopdticas ou mesmo fitoterdpicas. Além disso, sugere que o extrato da prépolis
vermelha brasileira possa ser usado como um poderoso e eficaz alimento funcional. No
mercado internacional, este tipo de prépolis tem chamado a atencdo (SILVA et al., 2008) e ja
demonstrou possuir atividade antibacteriana (ALENCAR et al., 2007; BUENO-SILVA et al.,
2013).

3.7 Atividade antimicrobiana da proépolis vermelha

Quando avaliada a atividade antibacteriana da propolis vermelha, constata-se que o
extrato obtido das regides brasileiras possui melhor agdo bioldgica em comparacdo aos
resultados obtidos com extratos norte-americanos (BISPO JUNIOR et al. 2012). De acordo
com Daugsch et al. (2007), as amostras de propolis vermelha brasileira da regido Nordeste
demonstraram atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923), em
concentragdes proximas a 2,5 pg/ml.

Alencar et al. (2007) evidenciaram que o extrato etandlico e a fragdo cloroférmica da
propolis vermelha brasileira mostraram uma potente atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Streptococcus mutans (UA 159).
Foram encontradas atividades antimicrobianas em Escherichia coli, Enterococcus sp,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Helicobacter pylori, Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus mutans, bem como agdo citotéxica (CABRAL, 2008;
SIQUEIRA et al., 2014).

Trabalhos realizados com amostras de prépolis vermelha proveniente do litoral norte
do estado de Sergipe apresentaram acdo antibacteriana (SIQUEIRA, 2009), antifungica
(BITTENCOURT, 2008) antioxidante (CABRAL et al.,, 2009) e cicatrizante
(ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009).

Cabral et al. (2009) realizaram um estudo no qual fracionaram, avaliaram a
composi¢do fendlica e as atividades antibacteriana e antioxidante da propolis vermelha
brasileira. Os resultados mostraram que a propolis vermelha brasileira possui alta atividade
antioxidante e antibacteriana e que o fracionamento produziu subfracdes biologicamente mais
ativas que as fragoes.

Righi et al. (2011) determinaram as atividades antioxidantes e antimicrobianas do

extrato da propolis vermelha de Maceié — Alagoas. O método utilizado no referido trabalho
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foi a macrodilui¢do em caldo, seguido pelo crescimento microbiano na placa, que permitiu a
avaliacdo da atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivos (Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis e Streptococcus pyogenes) e Gram-negativos (Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e Escherichia coli) e contra os fungos
Candida albicans. Os resultados mostraram que o extrato inibiu o crescimento de todos os
micro-organismos testados. A concentra¢do inibitéria minima (CIM) (256 pg/mL-1) e a
concentracdo minima microbicida (MMC) (512 pg/mL-1) foram observados contra
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e Candida albicans. Esse extrato mostrou a
principal MMC (1024 pg/mL-1) contra Klebsiella pneumoniae.

O estudo de Bispo Junior et al. (2012) avaliou a atividade antimicrobiana do extrato
etanoico e fracdes da préopolis vermelha obtidas no estado de Alagoas frente a bactérias dos
géneros Pseudomonas sp., Enterococcus sp., Proteus sp., Salmonella sp., Escherichia sp.,
Enterobacter sp., Staphylococcus sp. e Klebsiella sp, De acordo com os resultados, o extrato
etanoico da propolis vermelha apresentou atividade antimicrobiana frente a cepas gram-
positivas (100%), gram-negativas (62,5%) e fungicas (100%). Foram observados excelentes
resultados, principalmente para a fragdo acetandlica na qual a concentra¢ao inibitoria minima
(CIM) se compara aos valores encontrados para as bactérias gram-positivas. Portanto, as
fracbes de propolis vermelha exibiram excelentemente a atividade antimicrobiana,
principalmente frente a microrganismos gram-positivos e Candida albicans. Também foi
observado que a fracdo acetandlica destacou-se como um promissor produto biotecnolégico.

Siqueira et al. (2014) avaliaram a ac@o antimicrobiana do extrato de propolis
vermelha, coletada na regido nordeste do Estado de Sergipe contra cepas de Enterococcus
faecalis. As amostras de prépolis vermelha foram coletadas em Brejo Grande - SE, Brasil, e
identificadas segundo suas caracteristicas sensoriais, a granulometria e requisitos fisico-
quimicos, o teor de flavonoides no extrato seco foi determinado. Solugdes de propolis
vermelha (EEP) foram preparadas nas concentragdes de 1%; 2,5%; 5% e 7,5%. A cepa
bacteriana de referéncia utilizada foi Enterococcus faecalis — ATCC 29212. A atividade
antibacteriana foi verificada por meio de testes in vitro (teste de difusdo em disco e
determinagdo da concentracdo bactericida minima — CBM) e ex vivo (utilizando dentes
humanos extraidos).

No teste ex vivo, os dentes contaminados foram divididos em trés grupos com dez
dentes cada. O grupo 1 foi tratado com propolis a 7,5% (concentragdo determinada no teste
CBM); o grupo 2 foi tratado como controle positivo, com solucdo de hipoclorito de sédio a

2,5%, e o grupo 3 foi utilizado como controle negativo, sendo tratado apenas com solucao
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salina NaCl 0,9%. O extrato de prépolis promoveu halo de inibi¢do quando comparado ao da
solucdo de hipoclorito de sédio a 2,5%, variando entre 12 e 16 mm. Nao houve crescimento
bacteriano apds irrigacdo do conduto radicular com a solugdo de EEP a 7,5%. Os
pesquisadores concluiram que a propolis coletada apresentou médio teor de flavonoides
(1,8%) e caracteristicas fisico-quimicas coerentes com as exigidas pelo Ministério da
Agricultura. Na concentracdo de 7,5% de prépolis vermelha, foi observado um maior
potencial antibacteriano quando comparado aos demais grupos.

Em estudo realizado por Bezerra et al. (2015), sobre leveduras vaginais e a acdo
antifiingica do extrato da prépolis vermelha coletadas em apidrio de Jodo Pessoa - Paraiba, os
autores revelaram que houve acdo antifingica do extrato de propolis, com inibicio em
81,25% das amostras analisadas. Porém, infere-se que embora a concentragdo de propolis
mais efetiva tenha sido a 25%, nas demais concentracdes, também se observou acdo
antiftingica, sobretudo, considerando que foram cepas diferentes em pacientes diferentes, com
respostas diversificadas, devido as particularidades. A tendéncia de positividade da agdo
antifingica do extrato de propolis vermelha nao foi crescente ao se aumentar ou diminuir a
concentracao do extrato da propolis.

Bezerra et al. (2015) identificaram atividade antifingica do extrato de prépolis
vermelha paraibana frente a leveduras do género Candida, isoladas da cavidade bucal em
pacientes atendidos na Estratégia de Satde da Familia. Observaram que o seu processo
inibitdrio contra Candida pode ter sido influenciado pela concentragdo de dlcool presente no
extrato, como ndo foi a prova de que a menor concentragdo do extrato de prépolis tinha maior
registro antifingico, em compara¢do para a maior concentracdo. Para testar esta hipodtese,
sugere-se que a investigacdo seja realizada com extratos de prépolis e, a0 mesmo tempo, com
o élcool em ambas as concentracdes diferentes e condigdes ambientais. Portanto, esse estudo
oferece subsidios para outros profissionais avaliarem este fato, realizando trabalhos com
extratos preparados com diferentes substincias e concentragdes, a fim de testar a agdo

antimicrobiana destes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo de Pesquisa

Tratou-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 condi¢cdes controladas e conhecidas pelo
investigador, para observar os resultados que a varidvel produz no objeto. Nao seria exagero
considerar que parte significativa dos conhecimentos obtidos nos ultimos trés séculos deve-se
ao emprego do método experimental, que pode ser considerado como o método por

exceléncia das ciéncias naturais (PRODANOYV, 2013).

3.2 Local da Pesquisa

Esta pesquisa foi realizada em parceria com o Campus da UFCG de Pombal-PB e o
Laboratdrio de Microbiologia e Parasitologia do Centro de Formacao de Professores (CFP),
da UFCG - Campus Cajazeiras-PB (figura 5), além do Laboratério de Microbiologia da
Universidade Regional do Cariri — CE, por se tratar de laboratdrios que dispdem de toda
tecnologia para o desenvolvimento do estudo, no que concerne a um aparato de equipamentos,

materiais e profissionais capacitados para atuarem na pesquisa.

Figura 5 - Mapa ilustrativo da regido onde foi realizada a pesquisa

CAJAZEIRAS POMBAL JOAO PESSOA

Fonte: Adaptado doo Google (2018)
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3.3 Obtencao do Material botanico

A amostra da prépolis vermelha (figura 6) foi obtida no apiario EDIMEL localizado

na cidade de Joao Pessoa — PB, regido Nordeste do Brasil.

Figura 6: Amostra da prépolis vermelha bruta

Fonte: da prépria pesquisa

3.4 Preparacao do Extrato

O material apicola, 50g de propolis vermelha, foi pesada, macerada, para
posteriormente, em um recipiente de vidro transparente, ser embebida em 250mL de etanol
absoluto e 250mL de 4gua destilada, por um periodo de 72h. Em seguida, a solu¢do 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
atomizagdo) com o uso do equipamento Mini-spray dryer MSD1 1.0 (figura 8) (Labmaq do
Brasil), utilizando bico aspersor de 1,2 mm, nas seguintes condi¢cdes operacionais: a) controle
de fluxo: 500 mL/h; b) temperatura de entrada: 120£2° C; c¢) temperatura de saida: 74+2° C;
d) vazdo de ar de atomizagdo: 45 L/min; e) vazdo do soprador: 1,4 m*/min. O processo de
secagem (figura 7), por atomizacdo, consiste na mudanga de um produto que se encontra no
estado fluido para o estado sélido em forma de p6 (figura 9. A e 9. B), através de sua

passagem em um meio aquecido, numa operacao continua (MASTERS, 1991).
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Figura 7: Fluxograma da preparacio do extrato da propolis vermelha

L . Pesada ‘ Solucao hidroalcéolica
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Fonte: Da prépria pesquisa

Figura 8: Mini-spray dryer MSDi 1.0

Figura 9:
(AeB)
Extrato
da
propolis
vermelha
em po



34

3.5 Atividade contra bactérias

3.5.1 Microrganismos

Os experimentos foram realizados com as linhagens padrdoes bacterianas de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e multirresistentes como todas obtidas da colecao
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.

3.5.2 Antibioticos

Para avaliar a atividade moduladora da agdo antibidtica do extrato da propolis
vermelha, foram utilizadas essas classes de antibidticos (amicacina, benzilpenicilina,

ciprofloxacino, oxacilina).
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3.5.3 Concentracao Inibitéria Minima — CIM

A concentragao inibitéria minima (CIM pug/mL) foi determinada em caldo Brain Heart
Infusion (BHI 100%) pelo método de microdilui¢do, usando uma suspensao de 105 (Unidade
Formadora de Coldnia) UFC/mL (para escala de Mcfarland 0,5) e uma concentracdo do
extrato da prépolis vermelha 1024ug/mL diluida sequencialmente pelo titulo 1:2
(JAVADPOUR et al., 1996).

Seguindo os ensaios, foi preparado o meio de distribuicdo em tubos estéreis utilizando
100 pL do in6culo em 900 puL do meio de cultura liquido BHI. Posteriormente, o contetido do
tubo foi transferido para placa de microdilui¢do de 96 pocos, em sentido horizontal, utilizando
100 uLL em cada pogo, perfazendo 09 pogos. Em sentido vertical foi utilizado 100 uL em cada
poco, perfazendo 08 pogcos Apds essa etapa, foi realizada a microdiluicdo das substincias
(extrato da propolis e antibidticos) sendo 100 uL nesse meio até penultima cavidade (1:1). Na
ultima cavidade nao foi adicionada por ser o controle de crescimento.

As concentracOes variaram de 1024pg/mL a 16 pg/mL. As placas foram incubadas em
estufa de crescimento a 37°, por 24h. Apés o periodo de incubacdo foi realizado a leitura das
placas por visualizacdo de mudanca de cor do meio caracterizado pela adicao de 20 uL de
resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido). A leitura desse experimento teve como
caracteristica a mudanca de cor do meio de azul para vermelho, indicando a presenca de
crescimento bacteriano e a permanéncia em azul, a auséncia de crescimento (figura 10). Para
a avaliacdo das substancias como moduladoras da resisténcia aos antibidticos, a concentragdao
subinibitdria foi determinada pelo CIM/8 para PA-ATCC 27853. Os testes foram realizados
em triplicata (tabela 2 e 3).



Figura 10- Fluxograma da Concentragado Inibitéria Minima (CIM)
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Tabela 2: Determinacio da concentragao inibitéria minima (pug/mL) do extrato de prépolis

vermelha
Extrato da prépolis Amicacina Ciprofloxacina

1024 1024 1024 1024 | 1024 | 1024 1024 | 1024 | 1024
512 512 512 512 512 512 512 512 512
256 256 256 256 | 256 | 256 256 | 256 | 256
128 128 128 128 | 128 | 128 128 | 128 | 128
64 64 64 64 64 64 64 64 64
32 32 32 32 32 32 32 32 32
16 16 16 16 16 16 16 16 16

CN CN CN CN | CN | CN CN | CN | CN

Fonte: Da propria pesquisa
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Tabela 3: Determinacdo da concentrag@o inibitéria minima (ug/mL) do extrato de prépolis

vermelha
Benzilpenicilina Oxacilina
1024 | 1024 | 1024 1024 | 1024 | 1024
512 | 512 | 512 512 | 512 | 512
256 | 256 | 256 256 | 256 | 256
128 | 128 128 128 | 128 128
64 64 64 64 64 64
32 32 32 32 32 32
16 16 16 16 16 16
CN | CN | CN CN | CN | CN

Fonte: Da prépria pesquisa

3.5.4 Modulacao

Para avaliar a atividade moduladora da a¢do de antibi6ticos, os testes foram realizados

em triplicata. Cada poco da placa de microdiluicdo continha o extrato da prépolis vermelha

em concentracdo subinibitéria de forma constante e os antibiéticos em concentragdes
decrescentes, partindo de 1024pg/mL, diluidas sequencialmente 1:2 até 16ug/mL, sendo
misturadas em caldo BHI 100%, esse preparado com é4gua destilada estéril. Em cada poco,
foi adicionado 100uL de caldo BHI 100% como 128 pg/mL do extrato da prépolis vermelha e
in6culo bacteriano (105 UFC/mL). No primeiro pogo, foi adicionado 100uL de uma solugao
do antibiético com 1024pg/mL procedendo a dilui¢do sequencial com titulo 1:2 nos pogos

seguintes. As placas foram incubadas a 37°C por 24h e o crescimento bacteriano foi avaliado

pelo uso da resazurina (figura 11).



Figura 11: Fluxograma da atividade moduladora

Inéculos diluidos em BHI

. Adicao de 100ul da
100 % Preenchimento da placa de solucio do antibiético
1:8) + extrato 96 pogos (100uL por 1024 pg/mL ma
[ concentraciao 128ug/ml. ] cavidade — 08 pocos) primeira cavidade
| i :

.~ iluicoes sucessivas
Adlgao'de 20!-1!4 de 1:2 até penultima
resazurina, apgs 1h - Incubacio 24 horas cavidade

avaliacao da CIM a 37°C Concentraciao de

1024ug/mL a

' 16ug/mL

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

Fonte: Da prépria pesquisa

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

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

(Bonferroni), com auxilio do GraphPad Prism versao 7.0. Quando o valor de F foi

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

0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento do extrato da proépolis vermelha

A massa inicial do extrato da prépolis foi 50g. Ao final, na forma de pd, obteve-se
4,926g, gerando um rendimento de 9,852%. Para diluir o extrato, utilizou-se 0,5ug, 1ml de

Twin a 80% e 4ml de dgua destilada em recipiente estéril.

4.2 Determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato da propolis

vermelha paraibana e dos antibiéticos

Os resultados da determinacdo da concentracdo inibitéria minima do extrato da
propolis vermelha paraibana revelaram um valor da CIM > 1024ug/mL (Figura 12.A) para a
bactéria testada, indicando ndo haver atividade antimicrobiana clinicamente relevante, de
forma isolada. Nota-se que nos pogos identificados em ordem decrescente: 1) 1024, 2) 512, 3)
258, 4) 128, 5) 64, 6) 32, 7) 16 e 8) CN (Controle Negativo), a coloracdo foi considerada
como rosa, pela visdo a olho nu, constatando a presenca de crescimento bacteriano em todos
0s poc¢os, ou seja, em todas as concentragdes.

Em relacio aos antibidticos testados, observou-se atividade antimicrobiana da
amicacina (figura 12.B) e do ciprofloxacino nas (figura 12.C) em todas as concentracdes : 1)
1024, 2) 512, 3) 258, 4) 128, 5) 64, 6) 32, 7) 16 e 8) CN (Controle Negativo); na qual a
coloragdo visualizada foi azul em todos os pogos, indicando inibi¢io de crescimento
bacteriano ou atividade antimicrobiana, dos referidos antibidticos.

Nos antibidticos benzilpenicilina (figura 13.A) e oxacilina (figura 13.B), observou-se
mudanca da cor do meio de azul para vermelho, indicando presenca de crescimento
bacteriano e a ndo atividade antimicrobiana das substancias testadas em todos os pocos, em
todas as concentragoes 1) 1024, 2) 512, 3) 258, 4) 128, 5) 64, 6) 32, 7) 16 e 8) CN (Controle
Negativo).
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Placa avaliada na CIM

Figura 12

: Da prépria pesquisa

Fonte

Placa avaliada na CIM

13

Figura

: Da prépria pesquisa

Fonte
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Pesquisas realizadas anteriormente, revelaram que a propolis vermelha brasileira
possui uma grande quantidade de compostos fendlicos, especialmente os flavonoides, e estes
compostos fenolicos descobertos nas prépolis vermelhas, estdo associados a atividade
antibacteriana (CABRAL et al., 2009; ALENCAR; FREIRES; ROSALEM, 2016).

Em estudo realizado por Righi et al. (2011), o extrato de prépolis vermelha brasileira
apresentou atividade antimicrobiana, contra bactérias Gram-negativas (Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e Escherichia coli), a
pesquisa mostrou inibicio do crescimento de todos o0s micro-organismos testados. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) (256ug/mL) e a concentracdo minima microbicida
(MMC) (512pg/mL) foi observada contra Pseudomonas aeruginosa. O extrato mostrou a
principal MMC (1024pg/mL) contra Klebsiella pneumoniae.

Bispo-Junior et al. (2012) e Lopez et al. (2011), quando analisaram a CIM de propolis
vermelhas dos estados de Alagoas, Sergipe e Paraiba, demonstraram que as amostras da
propolis vermelha mostraram valores de CIM de 512ug /mL contra ambas as linhagens de P.
aeruginosa utilizadas no estudo (PAO3 e PA24).

Regueira Neto et al. (2017) investigaram o efeito do periodo seco e chuvoso sobre a
atividade antibacteriana, a composi¢do quimica e ac¢do antibacteriana da prépolis vermelha
pernambucana isolada e em associagdo com medicamentos padrao Os extratos foram testados
isoladamente e em associagdo com antibidticos contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa. Os valores de CIM, contra E. coli variaram de 128pug/mL a 512pug/mL (EC 06 e
EC ATCC) exibiu valores de CIM de 512pg/mL contra ambas as cepas de P. aeruginosa
(PAO3 e PA24). Os testes revelaram que a propolis vermelha coletada no estado de
Pernambuco € eficaz contra estirpes de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.

Os estudos descritos acima afirmam que o extrato hidroetandlico da prépolis vermelha
brasileira possui atividade antibacteriana contra varios microrganismos. Os mesmos diferem
dos resultados desta pesquisa, na qual nao foi demonstrada atividade antibacteriana do extrato
hidroalcodlico da prépolis vermelha paraibana sobre Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853).

Nesta pesquisa, ndo foi possivel relatar os motivos pelos quais o EPV nido inibiu o
crescimento da bactéria, porém, Nunes et al. (2009) afirmam que a composicdo quimica da
propolis apresenta variacdo em virtude da sazonalidade; as abelhas visitam arbustos e
subarbustos durante periodo chuvoso e espécies lenhosas, durante a estiagem. Fatores

associados a técnica de extracdo, origens geogréficas diferentes, época de extracdo da resina,
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presenca de contaminantes podem levar a variacdes nos resultados microbioldgicos entre
diferentes grupos de pesquisa.

No que se refere aos resultados da determinacdo do CIM dos antibidticos, amicacina,
ciprofloxacino, benzilpenicilina e oxacilina, observou-se nos dois primeiros antibiéticos
testados a inibicdo do crescimento bacteriano por meio da coloragdo azul apresentada nos
pocos, em todas as concentragdes. Nos demais antibidticos, benzilpenicilina e oxacilina,
ocorreu crescimento bacteriano evidenciado pela alteragdo da coloracdo do meio de azul para
vermelho.

Nos udltimos anos, varios estudos pretendem elucidar substancias ou extratos eficientes
que possam superar ou diminuir a resisténcia microbiana aos antibidticos. Com isso, pode ser
gerada uma série de informagdes importantes e vdarios produtos naturais mostraram-se
eficazes nesse sentido (JOUNG et al.,, 2012; LACERDA NETO, 2013). A pesquisa por
moduladores de resisténcia de origem natural representa uma nova e importante dimensao na

problematica da resisténcia microbiana (SIBANDA e OKOH, 2010).

4.3 Modulacao

Os resultados do teste da modulacio demonstraram que a amicacina (14.A) e
ciprofloxacino(15), associados a concentragdo subinibitéria do EPV (CIM/8), ndo
apresentaram sinergismo ou antagonismo frente a Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
O resultado foi idéntico a acdo dos antibidticos testados isoladamente. Em todas as
concentracdes dos antibioticos, (1) 1024, 2) 512, 3) 258, 4) 128, 5) 64, 6) 32, 7) 16 e §) CN
(Controle Negativo), houve inibi¢do do crescimento bacteriano demonstrado pela coloragao
azul em todas as concentragdes, reforcando a ac¢do ja demonstrada dos antibidticos sobre esta
cepa bacteriana.

Os antibidticos benzilpenicilina (14.B) e oxacilina (14.C), associados também a
concentracdo subinibitéria do EPV, ndo apresentaram sinergismo, antagonismo e nem efeito
bactericida, demonstrado anteriormente quando os antibiéticos foram testados isoladamente.
A resisténcia da bactéria a estes medicamentos, nas seguintes concentragdes de 1) 1024, 2)
512, 3) 258, 4) 128, 5) 64, 6) 32, 7) 16, foi observada através da mudanca do meio de azul

para vermelho.



Figura 14: Placa avaliada no processo de modulagao

Fonte: Da prépria pesquisa

Tabela 4: Esquema de distribuicdo dos antibidticos em modula¢do para P. aeruginosa
(ATCC 27853)

Extrato + Amicacina Extrato + Extrato + Oxacilina
Benzilpenicilina
1024 1024 | 1024 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024
512 512 | 512 512 | 512 | 512 | 512 | 512 | 512 | 512
256 256 | 256 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256
128 128 | 128 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128
64 64 64 64 64 64 64 64 64 64
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
CN CN | CN CN | CN | CN CN | CN | CN
Fonte: Da prépria pesquisa




Figura 15: Placa avaliada no processo de modulagao
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Fonte: Da prépria pesquisa

Tabela 5: Esquema de distribuicdo dos antibidticos em

modulacdo para P. aeruginosa
(ATCC 27853)

Extrato +
Ciprofloxacino
1024 | 1024 | 1024
512 | 512 | 512
256 | 256 | 256
128 | 128 | 128
64 64 64
32 32 32
16 16 16
CN | CN | CN

Fonte: Da prépria pesquisa
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Figura 16: Gréfico criado a partir da andlise com o programa ANOVA
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14004 Associado extrato

o
40
30- ns ns
20- 1 1
10-
0-

Fonte: ANOVA
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5 CONCLUSAO

O extrato hidroalcéolico da prépolis vermelha paraibana ndo possui atividade
antibacteriana sobre a Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

A concentracdo inibitéria do extrato da prépolis vermelha ndao possui atividade
clinicamente relevante para P. aeruginosa (ATCC27853), pois o valor do CIM > 1024
pg/mL.

Os antibidticos amicacina e ciproxacino demonstraram atividade antibacteriana contra
esta cepa, enquanto que a benzilpenicilina e oxacilina demonstraram ndo possuir este tipo de
acdo.

O extrato da propolis vermelha paraibana, associado aos antibidticos, ndo mostrou

sinergismo e nem antagonismo.
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