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RESUMO

Introdugdo: A preocupagdo com a resisténcia antimicrobiana tem aumentado
devido ao uso intensivo e indiscriminado de antibidticos. Novas alternativas de
agentes antimicrobianos naturais possibilitam a substituicdo, ainda que de forma
parcial, dessas drogas sintéticas. A propolis € uma substancia complexa natural
sintetizada por abelhas por meio de produtos coletados de fontes vegetais. As
propriedades biolégicas da propolis estdo diretamente correlacionadas com sua
composicdo quimica que varia conforme a regido. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a atividade antimicrobiana e as propriedades fisico-quimicas de propolis
coletadas em trés diferentes regides do Brasil. Métodos: Os extratos alcodlicos com
30% (p/v) de proépolis in natura foram produzidos no laboratério. A atividade
antimicrobiana dos extratos de prépolis sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas foi verificada a partir de trés testes: ensaio de difusdo em disco,
Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Os extratos também foram avaliados quanto
ao teor de extrato seco, compostos fendlicos (Folin-Denis) e atividade antioxidante
(DPPH e ABTS). Resultados: Os extratos de propolis estavam de acordo com as
especificacdes exigidas pela legislacdo brasileira. No que diz respeito a atividade
antioxidante, os resultados variaram de 106,03 a 119,96 mM Trolox para o DPPH e
de 600,89 a 687,14 mM Trolox para o ABTS. Em relacéo a atividade antibacteriana,
no ensaio de difusdo em disco, os extratos de prépolis apresentaram atividade frente
as bactérias Gram-positivas S. aureus, B. cereus e S. mutans, com halos de inibi¢cao
de 24,0-51,5 mm. Na determinacdo da CBM, os extratos de prépolis apresentaram
atividade bactericida contra as bactérias Gram-positivas com valores de 10-12
mg/mL e contra as bactérias Gram-negativas com valores de 10-20 mg/mL. Na
determinacao da CIM, os resultados variaram de 0,075 a 0,25 mg/mL para as
bactérias Gram-positivas e 1,20 a >6,85 mg/mL para as bactérias Gram-negativas.
Conclusao: Todos os extratos de propolis apresentaram maior efeito antibacteriano
em espécies Gram-positivas e sdo menos eficazes em espécies Gram-negativas. A
caracterizagao fisico-quimica dos extratos estd em conformidade com os parametros

exigidos pelo MAPA.

Palavras-chave: Propolis verde; Atividade Antioxidante; Concentracdo Inibitoria

Minima; Concentragéo Bactericida Minima; Compostos Fenolicos.



ABSTRACT

Introduction: Concern about the antimicrobial resistance has increased due to the
intensive and indiscriminate use of antibiotics. New alternatives of natural
antimicrobials allow to replace, even partially, these synthetic drugs. Propolis is a
complex natural substance synthesized by bees through products collected from
plant sources. The biological properties of propolis are directly related to its chemical
composition, which varies by region. It's one of the natural products used for
centuries by mankind due to its diverse biological properties, including antimicrobial
and antioxidant. The objective of this work was to evaluate the antimicrobial activity
and the physical and chemical properties of propolis collected in three different
regions of Brazil. Methods: Alcoholic extracts with 30% (w/v) of fresh propolis were
produced in the laboratory. The antimicrobial activity of propolis extracts on Gram-
positive and Gram-negative bacteria was verified from three tests: disk diffusion
assay, Determination of Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and
determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The extracts were also
evaluated in terms of dry extract content, phenolic compounds (Folin-Denis) and
antioxidant activity (DPPH and ABTS). Results: The propolis extracts were in
accordance with the specifications required by Brazilian legislation. Regarding the
antioxidant activity tests, the results ranged from 106.03 to 119.96 mM Trolox for
DPPH and from 600.89 to 687.14 mM Trolox for ABTS. Regarding the antibacterial
activity, in the disk diffusion assay, the propolis extracts showed activity against the
Gram-positive bacteria S. aureus, B. cereus and S. mutans with inhibition halos of
24,0-51,5 mm. In determining the MBC, the propolis extracts showed bactericidal
activity against Gram-positive bacteria with values of 10-12 mg/mL and against
Gram-negative bacteria with values of 10-20 mg/mL. In determining MIC, the results
range from 0.075 to 0.25 mg / mL for Gram-positive bacteria and 1.20 to >6.85
mg/mL for Gram-negative bacteria. Conclusion: All propolis extracts showed a
greater antibacterial effect in Gram-positive species and are less effective in Gram-
negative species. The physical-chemical characterization of the extracts is in

compliance with the parameters required by the MAPA.

Keywords: Green propolis; Antioxidant activity; Minimum Inhibitory Concentration;

Minimum Bactericidal Concentration; Phenolic Compounds.
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1 INTRODUCAO

O exercicio das medicinas naturais e a execucao de praticas integrativas tém
direcionado um interesse cada vez maior para apiterapia: método que utiliza
produtos produzidos pelas abelhas como a apitoxina, geleia real, pélen, prépolis, mel
e outros. A prépolis, sob a forma de extratos hidroalcodlicos, vem se destacando
devido as suas propriedades terapéuticas tais como: atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria, anestésica, anticariogénica, cicatrizante e a sua extensa aplicabilidade
na industria farmacéutica e alimenticia (ADELMANN, 2005).

As propriedades da propolis contribuiram para seu uso empirico na medicina
popular tradicional. Varios estudos surgiram a fim de verificar e comprovar seus
efeitos terapéuticos e farmacolégicos. Machado et al. (2016) realizaram a
caracterizacdo quimica, capacidade antioxidante, antimicrobiana e antitumoral de
varios tipos de prépolis brasileiras e Tiveron et al. (2011) avaliaram o perfil
antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatério de diferentes extratos de propolis
provenientes da regido Sul do Brasil.

A propolis é utilizada na ciéncia da saude com base na sua composi¢cao
quimica e suas propriedades farmacoterapéuticas. H4 uma grande complexidade
entre seus componentes quimicos e mais do que 300 compostos ja foram
identificados. Varios estudos apontam que os efeitos farmacoldgicos observados na
prépolis sdo o resultado da acéo sinérgica de seus compostos quimicos. Varios tipos
de prépolis foram relatados no mundo, pois hd uma variedade de acordo com a flora
de determinada regido geografica onde as abelhas fazem a coleta do material
vegetal para a sua producdo. Por isso a composicdo da propolis depende das
origens das fontes vegetais de diferentes regibes geograficas do mundo
(AHANGARI; NASERI; VATANDOOST, 2018; LOPEZ et al., 2014).

No Brasil, o MAPA (BRASIL, 2001) estabelece os limites para fixagdo de
identidade e qualidade de propolis e seus produtos derivados. Algumas dessas
especificacdes vao determinar as caracteristicas fisico-quimicas do extrato alcodlico
de propolis como: teor minimo de extrato seco (11% m/v), teor maximo de cera do
extrato seco (1% m/m), teor minimo de compostos fenodlicos (0,50% m/m) e as

propriedades antioxidantes.
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O problema da resisténcia a antimicrobianos em populacdes bacterianas tem
se agravado muito nos ultimos anos, especialmente nas infeccbes de origem
hospitalar. Drogas que antes se mostravam eficazes na rotina clinica tem perdido
sua eficacia contra varias espécies patogénicas. A questdo da resisténcia bacteriana
aos antibidticos torna urgente a busca por novos compostos bioativos que
representem novas possibilidades de aplicacdo antimicrobiana (CHUNG et al., 2013;
FERRONATO et al., 2007). Nesse contexto a propolis se destaca como um produto
natural com atividade antimicrobiana que pode ser utilizada como agente bactericida

e antisséptico em diversas formulagées farmacéuticas.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e realizar a caracterizacdo fisico-quimica de

extratos alcodlicos de propolis verdes coletadas de diferentes regides do Brasil.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar estudo da atividade antimicrobiana dos extratos de prépolis
empregando ensaio de difusdo em disco; determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM);

e Realizar as analises fisico-quimicas de determinacdo de extrato seco,

compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos de propolis.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ecologia bacteriana

Bactérias sdo seres unicelulares, ou seja, que sdo formados por apenas uma
célula. Também sdo seres procariéticos devido a auséncia de membrana nuclear. A
célula bacteriana pode se apresentar de variadas formas, tais como bacilos (forma
de bastdo), cilindricas, cocos (ovoides ou esféricas) e espiral (curvas ou forma de
saca-rolhas). Tais formas podem viver isoladas ou reunidas em agrupamentos, com
formas tipicas que variam entre as espécies (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Muitas bactérias se movimentam devido ao batimento de longos filamentos
proteicos ligados a parede e a membrana celular. Esses filamentos séo
denominados flagelos e sdo responsaveis pelo movimento de impulsdo. Outras ndo
apresentam essas estruturas e por isso precisam deslocar por deslizamento em
fluidos. A locomocédo bacteriana permite que o microrganismo chegue até o sitio de
aderéncia, ali se reproduza podendo causar uma infeccdo (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

3.1.1 Morfologia bacteriana

A célula bacteriana € constituida por uma parede celular e por uma
membrana plasmatica, conforme esquematizado na Figura 1. A parede celular € um
envoltorio externo semirrigido e complexo. A principal funcdo da parede celular é
proteger a célula contra agressfes fisicas do ambiente e consequentemente, a
morte do organismo. Devido a diferenca de composicdo da parede celular, as
bactérias séo classificadas em Gram-positivas, por exemplo, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Streptococcus mutans, e Gram-negativas, como Escherichia coli,
Salmonella, Pseudomonas aeruginosas, entre outras. Sob a parede celular
encontra-se a membrana plasmatica, que delimita o citoplasma. E constituida por
uma dupla camada de fosfolipidios e age como uma barreira seletiva, permitindo e
bloqueando a passagem de moléculas e ions para o meio interior e exterior da célula
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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Figura 1- Estruturas tipicas de uma célula bacteriana
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Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2012.

As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas apresentam parede celular
composta por uma rede macromolecular denominada peptideoglicano (mureina) que
esta presente isoladamente ou em combinacdo com outras substancias. A camada
de peptideoglicano consiste em um dissacarideo repetitivo ligado por polipeptidios
para formar uma rede que envolve e protege toda a célula. A porgéo dissacaridica é
composta de monossacarideos denominados N-acetilglucosamina e &cido N-
acetilmuramico (de murus, significando parede), que estdo relacionados a glicose
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012)

Segundo Madigan, Martinko e Parker (2004), as bactérias Gram-positivas, em
sua grande maioria, apresentam parede celular com diversas camadas de
peptideoglicanos, ou seja, aproximadamente 90% da parede celular é composta por
esse polimero conforme ilustrado na Figura 2. Além disso, as paredes celulares das

bactérias Gram-positivas contém acidos teicéicos, que consistem principalmente de
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um &lcool (como o glicerol ou ribitol), fosfato e proteinas (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

Figura 2- Parede celular de bactérias Gram-positivas
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Fonte: MOREIRA; SIQUEIRA, 2006.

°

As paredes celulares das bactérias Gram-negativas conforme ilustrado na
Figura 3 sdo formadas por poucas camadas de peptideoglicanos e uma membrana
localizada externamente a camada de peptideoglicanos. A camada de
peptideoglicanos em bactérias Gram-negativas é denominada periplasma (fluido
semelhante a um gel, entre a membrana externa e a membrana plasmatica). O
periplasma contém uma alta concentracdo de enzimas de degradacéo e proteinas
de transporte. As paredes celulares Gram-negativas nao contem acidos teicoicos. As
paredes celulares das bactérias Gram-negativas contém somente uma pequena
quantidade de peptideoglicanos e por isso sdo mais suscetiveis ao rompimento
mecanico (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A membrana externa da parede celular das bactérias Gram-negativas é
formada por uma dupla camada lipidica, possuindo uma camada interna composta
basicamente por fosfolipidios e, uma camada externa contendo lipopolissacarideos
(LPS) e proteinas. Os LPS fornecem duas caracteristicas importantes as bactérias
Gram-negativas: a primeira € que a porgdo polissacaridica dos LPS, chamada

7z

polissacarideo O, atua como antigeno e € Uutil para diferenciar as espécies de
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7z

bactérias Gram-negativas; a segunda é que esta molécula possui uma porcéo
lipidica chamada lipidio A, que é toxica e denominada endotoxina, e € um poderoso
estimulador das respostas imunes. O resultado desse conjunto € uma membrana
extremamente assimétrica, resistente a produtos corrosivos e capaz de repelir
compostos hidrofébicos (MOREIRA; CARVALHO; FROTA, 2015).

Figura 3- Parede celular de bactérias Gram-negativas
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Fonte: MOREIRA; SIQUEIRA, 2006.

3.1.2 Possiveis danos a célula bacteriana por agentes antimicrobianos

Algumas drogas antimicrobianas atuam sobre a parede celular de bactérias
com o objetivo de causar lise e consequentemente a morte do patégeno. O corpo
apresenta mecanismos proprios para evitar o crescimento excessivo dos
microrganismos, entre eles: alteragdo do pH, producdo de enzimas liticas (lisozima
na lagrima e no muco), acidez estomacal, a pele, os pelos e o jato de urina. No
entanto, devido a presenca da membrana externa, as bactérias Gram-negativas

possuem maior resisténcia a lisozima, pois diante da degradacdo da membrana
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externa, a membrana interna continua integra, detendo a leséo celular por completo.
Outro modo de atuacdo dos agentes antimicrobianos é através da destruicdo da
membrana plasmatica. Compostos de amonia quaternaria e alguns alcoois agem na
degradacdo da membrana fosfolipidica, levando a bacteridlise, perda de fluidos
internos e morte celular (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

3.2 Apicultura, propolis e as abelhas Apis mellifera

Apicultura é a ciéncia da arte de criagdo de abelhas de forma racional com
algum intuito, por exemplo, a obtencdo de produtos como: mel, prépolis, pélen,
geleia real, cera e a apitoxina ou veneno. Tais produtos apresentam diversas
possibilidades de utilizacdo como: fins cosméticos, alimentares e terapéuticos. Nos
altimos anos tem-se visto uma expansdo da aplicacdo de produtos apicolas na
medicina tradicional e moderna. Recentemente ha muitas pesquisas direcionadas a
investigar os beneficios farmacolégicos de tais produtos na saude humana
(PASUPULETI et al., 2017).

A apicultura é considerada uma atividade econémica da exploracdo dos
produtos apicolas das abelhas Apis mellifera L. E uma atividade de baixo impacto
ambiental que ajuda na conservacdo da biodiversidade e com o0 servico da
polinizacdo das plantas cultivadas e silvestres (BALBINO et al., 2015). Para Barros
et al. (2008): “Apicultura é a técnica de criacdo de abelhas produtoras de mel em
colmeias artificiais, utilizando métodos e equipamentos desenvolvidos para melhor
explorar as capacidades naturais destes insetos”.

A propolis, também conhecida por “cola de abelha”, € uma substancia
complexa natural sintetizada por abelhas por meio de produtos coletados em fontes
vegetais. A palavra “propolis” é derivada do grego: ["pro” =em favor de] + ["polis”
=cidade], indicando que este produto natural é usado na defesa da colmeia. Devido
a sua natureza cerosa e propriedades mecanicas, a propolis € utilizada pelas
abelhas para manter umidade, protecdo e temperatura estaveis na colmeia durante
todo o ano. Em elevadas temperaturas, a propolis € macia, maleavel, e muito
pegajosa; em baixas temperaturas ou quase congelada, torna-se rigida e quebradica
(SFORCIN, 20186).

A proépolis é produzida por abelhas meliferas (Apis mellifera) durante um

processo unico. As abelhas coletam folhas, brotos de flores, pélen, resinas vegetais
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e exsudatos de plantas proximas as colmeias. E durante o processo de volta para
casa que comecam uma série de reacbes complexas envolvendo as proprias
secrecOes das abelhas (saliva) e os componentes coletados das plantas, resultando
na formacao da propolis (POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019; ZABAIOU
et al.,, 2017). A composicdo quimica que varia conforme a origem geografica e
botanica, estacdo de coleta e condicdes climaticas (VASILAKI et al., 2019).

Segundo Pinto, Prado e Carvalho (2011), as propriedades bioldgicas da
prépolis estdo diretamente correlacionadas com sua composi¢cao quimica que varia
com a flora da regido, época da colheita e com a espécie da abelha (no caso
brasileiro também o grau de “africanizagdo” da Apis mellifera pode influenciar a sua
composicdo). Pegoraro et al. (2017) apresentam as subespécies de Apis mellifera
introduzidas no Brasil: Abelha italiana (Apis mellifera ligustica, 1806); Abelha real
(Apis mellifera mellifera, 1758); Abelha caucasiana (Apis mellifera caucasica, 1916);
Abelha carnica (Apis mellifera carnica, 1979); Abelha iberiensis (Apis mellifera
iberiensis, 1999) e Abelhas africanas (Apis mellifera scutellata, 1956).

A apicultura brasileira tomou um novo rumo com a introducdo da abelha
africana (Apis mellifera scutellata) em 1956. Essas abelhas escaparam de um
apiario experimental e passaram a se acasalar com as abelhas de raca europeia (A.
m. meliffera, A. m. ligustica, A. m. carnica e A. m. iberiensis) que chegaram
oficialmente em 1839. Os cruzamentos naturais com abelhas de origem europeia e
africana formaram um “poli-hibrido” conhecido como abelha africanizada. As
caracteristicas morfolégica, ecoldgica, bioquimica e comportamental predominantes
pertencem a A. m. scutellata (PEGORARO et al., 2017; SOUZA et al., 2016).

No inicio, a alta defensividade das abelhas africanizadas causou um grande
problema na administracdo dos apiarios brasileiros e por isso muitos apicultores
abandonaram a atividade. Nos anos 70, a apicultura cresceu e se expandiu para as
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste devido ao desenvolvimento de técnicas
adequadas de manejo das abelhas africanizadas (SOUZA et al., 2016).

Dentre a diversidade de propolis existentes, os estudos demonstram que a
prépolis verde é a mais estudada e exportada no Brasil (SALATINO et al., 2011). A
origem vegetal predominante da propolis verde brasileira é a Baccharis
dracunculifolia, conhecida popularmente por alecrim do campo (ORYAN;
ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018). A propolis verde € um produto tipicamente brasileiro
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e é considerada eficaz no combate a uma série de microrganismos por possuir uma

atividade antimicrobiana consideravel (VEIGA et al., 2017).

3.3 Historico do uso da propolis na medicina de produtos de origem natural

No decorrer da histéria, 0 homem aprendeu a empregar na medicina produtos
de origem natural como ervas e extratos. A propolis (administrada em diferentes
formas) é um desses produtos naturais utilizados ha séculos pela humanidade. Ha
descricdo do seu uso pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios. No antigo
Egito era denominada de “cera negra” e utilizada como um dos materiais no
processo de mumificacdo (PEREIRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2002).

As antigas civilizacBes aproveitaram as propriedades biolégicas da propolis
para uso na medicina popular, por exemplo, antipirético, antisséptico e agente
cicatrizante. Hipocrates, o pai da medicina, a utilizou como cicatrizante interno e
externo. Ja Plinio, historiador romano, fez uso para aliviar dores. O termo “Prépolis”
ja era descrito no século XVI na Franca. Na segunda Guerra Mundial, véarias clinicas
soviéticas faziam uso dessa substancia. A sua utilizacdo passou a abranger tanto a
medicina humana como a veterinaria e na antiga URSS aplicou-se no tratamento da
tuberculose (SFORCIN; BANKOVA, 2011; PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO,
2002).

Desde entdo, a propolis tem sido amplamente consumida em alimentos e é
utilizada até hoje como remédio popular profildtico para prevenir doencas e agir
contra Vvarios patdégenos, principalmente devido as suas propriedades
antimicrobianas estabelecidas (SALATINO et al., 2011).

3.4 Publicacdes e Patentes contendo prépolis

No inicio do século 19 a prépolis foi estudada e descrita por Nicolas Louis
Vauquelin, um farmacéutico e quimico francés. Assimos (2014) discorreu que o
primeiro trabalho indexado no Chemical Abstract sobre prépolis foi publicado em
1903 e a primeira patente foi escrita em 1904. Segundo Lustosa (2008), somente na
década de 80 ocorreu no Brasil o primeiro estudo sobre as propriedades
terapéuticas da prépolis e sua utilizagdo como antimicrobiano natural. Foi um estudo

comparativo entre o efeito da acdo da propolis e antibioticos na inibicado de
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Staphylococcus aureus, onde a propolis brasileira estudada apresentou mais
atividade frente aos antibidticos testados (FERREIRA, 2014; PEREIRA; SEIXAS;
AQUINO NETO, 2002).

Em 1980, o Brasil obteve sua primeira patente para o uso da propolis para
fins odontoldgicos (prevencéo de céries e gengivites). Entre os anos de 1995 a 2000
houve apenas duas patentes. Isso indica que o desenvolvimento tecnoldgico
envolvendo a prépolis foi baixo nesse periodo (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO,
2002). Cordeiro et al. (2015) relataram que no ano 2000 pesquisadores estudaram
amostras de propolis coletadas de todas as regides do Brasil, objetivando classifica-
las a partir de suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades biolégicas. Esse
estudo indicou a existéncia de uma grande diversidade de propolis dentro do
territorio brasileiro.

Atualmente, no Brasil e no mundo ha um crescente interesse pelo consumo
da propolis devido aos inumeros estudos envolvendo suas propriedades
terapéuticas. Diversas propriedades biologicas, tais como anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antiviral, antioxidante, cicatrizante, anestésica e anticarcinogénica
tém sido atribuidas a propolis e aos seus constituintes (SFORCIN; BANKOVA,
2011).

3.5 Propolis verde e a composi¢cdo quimica

A propolis € utilizada na ciéncia da saude com base na sua composicao
qguimica e suas propriedades farmacoterapéuticas. Varios estudos apontam que 0s
efeitos farmacoldgicos observados na propolis sdo o resultado da acdo sinérgica de
seus compostos quimicos. Varios tipos de prépolis foram relatados no mundo, pois
h& uma variedade de acordo com a flora de determinada regido geografica onde as
abelhas fazem a coleta do material vegetal para a sua producdo. Por isso a
composicdo da propolis depende das origens das fontes vegetais de diferentes
regides geograficas do mundo (AHANGARI; NASERI; VATANDOOST, 2018; LOPEZ
et al., 2014).

Park, Alencar e Aguiar (2002) fizeram uma investigacdo sobre os perfis
guimicos das proépolis brasileiras. Os pesquisadores coletaram mais de 2 mil
amostras brasileiras de propolis de varias regides e as classificaram em 12 tipos

com base em suas caracteristicas fisico-quimicas. Realizaram uma comparacao
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entre o perfil quimico das amostras de propolis com as suas possiveis origens
botanicas. Assim, os pesquisadores puderam identificar a fonte botanica de trés
tipos de propolis: tipo 3 (Propolis de alamo), quimicamente semelhante as arvores
de alamo (Populus L., familia Salicaceae); tipo 6 (propolis marrom), quimicamente
semelhante a Hyptis, arvore de divaricate e tipo 12 (prépolis verde), quimicamente
semelhante a Baccharis dracunculifolia. O cerrado brasileiro € uma das areas mais
ricas em espécies de Baccharis sp. As plantas de Baccharis sp. sdo um grupo
arbustos perenes, lenhosos e dioicos (em que as estruturas reprodutivas masculinas
e femininas sdo formadas em plantas separadas). Das variadas espécies de
Baccharis, a Baccharis dracunculifolia € a principal fonte da propolis verde (PARK et
al., 2004).

Estudos indicam que ha mais de trezentas substancias quimicas em amostras
de propolis, das quais se destacam: os flavonoides (galangina, crisina, tectocrisina,
pinocembrina, canferol e quercetina), além dos aldeidos aromaticos (vanilina e
isovanilina), cumarinas, &cidos fendlicos (acido cafeico, ferdlico, cinamico e
cumarico), acidos organicos (acido benzoico), acidos e ésteres alifaticos e
aromaticos, acuUcares, alcoois, acidos graxos, aminodacidos, esteroides, cetonas,
chalconas e diidrochalconas, terpenoides, lignanas proteinas, minerais como
aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés e vitaminas B1, B2, B6, C e E
(BANKOVA; POPOV; MAREKOV, 1983; MARCUCCI, 1996; BANKOVA; CASTRO;
MARCUCCI, 2000; TORETI et al., 2013).

Dentre estas classes de substancias, destacam-se a dos flavonoides e a dos
acidos fendlicos, ja que séo atribuidas a elas grande parte das atividades biol6gicas
e terapéuticas descritas para a prépolis. Os flavonoides e acidos fendlicos sdo as
principais classes de substancias fendlicas, cujas relacdes estrutura-atividade
antioxidante em sistemas aquosos ou lipofilicos tém sido extensivamente relatadas
(BERRETTA et al., 2017; HUANG et al., 2014; SALATINO et al., 2011).

A propolis verde contém compostos prenilados, ndo-prenilados e acido p-
cumarico, como por exemplo, o artepilin C que é um importante marcador da
prépolis verde brasileira. Estes compostos também sédo encontrados na Baccharis
dracunculifolia. As diversas propriedades farmacolégicas da propolis verde séo
atribuidas a presenca desses compostos em altos niveis (VEIGA et al., 2017,
SALATINO et al., 2011). A propolis bruta é constituida de, aproximadamente, 50%
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de resina e balsamo, 30% de cera, 10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de
pélen e 5% de impurezas e artefatos (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018).

Os principais constituintes das propolis de origem chinesa e européia
pertencem as classes de ésteres de flavonoides e acidos fendlicos, enquanto no
Brasil, além da presenca de flavondides, a maioria da propolis é constituida
principalmente por terpendides e derivados prenilados do acido p-cumarico

(KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004; AHN et al., 2007).

3.5.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sédo definidos como substancias organicas que
possuem compostos aromaticos com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo
seus grupos funcionais (LEE et al.,, 2005). Nos vegetais, os diversos compostos
fendlicos sdo abundantes e derivam do metabolismo secundario de plantas. Sao
obtidos a partir do metabolismo dos aminoacidos tirosina e fenilalanina. Esse grupo
€ altamente reativo e antioxidante, além de atuar no sequestro de radicais livres,
quelar metais e inibir a enzima lipoxigenase. A atividade biolégica da prépolis é
atribuida em grande parte a presenca dos compostos fendlicos (DE CASTRO,
2001).

Entre as diversas estruturas fendlicas existentes tém-se 0s compostos
fendlicos, flavonoides e fendis simples. Essas substancias sdo encontradas
amplamente no reino vegetal e fazem parte do metabolismo do reino animal. Os
animais sintetizam compostos fenélicos em baixas quantidades porque necessitam
de fontes externas (dieta) para obter substancias aromaticas, ou seja, sdo incapazes
de produzir o anel benzénico. No entanto, 0s vegetais e a maioria dos
microrganismos sdo capazes de sintetizar o anel aromatico e através disso produzir
compostos fenolicos (OLDONI, 2007).

3.5.2 Acidos fenélicos e seus ésteres

Os principais acidos fendlicos sdo aqueles derivados do acido benzoico e os
derivados do &cido cindmico. Estes apresentam em sua constituicdo um nucleo

basico hidroxifenilpropendico, conforme ilustrado na Tabela 1.
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Tabela 1- Acidos fendlicos: nucleo basico hidroxifenilpropendico e seus

radicais (R)

o

Ry
\ Ry
Rz

Nucleo béasico hidroxifenilpropendico

Acidos fendélicos R1 R2 R3
Acido cafeico OH OH OH
Acido p-cumarico H OH OH
Acido fertlico OH OCHs OH
Acido isoferulico OCHjs OH OH
Acido 3,4- Dimetil-cafeico OCHjs OCHjs OH
Acido p-cumarico metil éster H OH OCH3;
Acido p-cumarico isoprenil éster H OH OH:C \)\
Acido cafeico isoprenil éster OH OH OH:C \)\
Acido cafeico benzil éster OH OH °“’C©
Acido cafeico feniletill éster OH OH

Acido cafeico cinamil éster OH OH

Fonte: PEREIRA, 2011.

Adicionalmente, em andlises do extrato etandlico de prépolis verde por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, outros pesquisadores identificaram a
presenca de outros acidos, além dos que foram citados na Tabela 1. Tais acidos
identificados sao: acido galico, Artepilin C, drupanina e bacarina (NASCIMENTO et
al., 2007; TIVERON et al., 2016; YAN et al., 2020).
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3.5.3 Flavonoides

Segundo Simdes et al. (2000, apud Machado, 2008) em 1930 um novo
composto quimico havia sido isolado de laranjas. Acreditou-se naquele momento
gue se tratava de uma substancia do grupo das vitaminas e por isso foi denominado
de vitamina “P”. Mais tarde, verificou-se que se tratava do grupo dos flavonoides. Os
flavonoides sdo um dos grupos mais importantes e diversificados que estao
amplamente distribuidos no Reino vegetal. Ha alguns relatos da presenca deles em
algas e bridfitas; apenas um relato em fungos; em pteridofitas sdo comumente
encontrados, porém, com pequena variedade estrutural; e em angiospermas Ssao
abundantemente encontrados com diversificadas variedades estruturais.

Segundo Assimos (2014) a palavra flavonoide é originaria do latim flavus que
significa amarelo. O termo flavonoide era empregado, inicialmente, para denominar
0S compostos que apresentavam coloracdo amarela. Mas, atualmente, este termo
passou a ser utilizado para se referir a compostos menos coloridos e incolores, bem
como as antocianinas que apresentam coloracéo vermelha ou azul.

Os flavonoides podem ser encontrados de diversas formas estruturais, porém
todas apresentam um nucleo basico em comum composto por dois anéis aromaticos

(A e B) ligados por um anel piranico (anel C) conforme a Figura 4 (STALIKAS, 2007).

Figura 4- Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: STALIKAS, 2007
Os flavonoides estdo propensos a sofrer modificagdes em sua estrutura

através dos processos de hidroxilacdo, acilacédo, glicosilacdo, metilacdo e outros.
Tais modificagdes resultam em uma grande variedade estrutural de flavonoides. O

estado de oxidacdo do anel heterociclico determina as diversas classes, como
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antocianinas, flavanas, flavonas, flavanonas, flavonois e isoflavonoides (LOPES et
al., 2000; STALIKAS, 2007).

Apesar da grande complexidade quimica da propolis, Yuan et al. (2020)
identificaram e quantificaram a expressdo de seis flavonoides descritos como
potenciais agentes antioxidantes. Esses seis compostos foram identificados como:
miricetina, quercetina, kaempferol, apigenina, pinocembrina e galangina conforme a

Figura 5.

Figura 5- Algumas estruturas quimicas de flavonoides

OH o OH (o]

Quercetina Kaempferol

Apigenina Pinocembrina Galangina

Fonte: YUAN et al., 2020

Dentre algumas importancias dos flavonoides nos vegetais, destacam-se as
seguintes funcdes: geracdo de cores que funcionam para atrair agentes
polinizadores ou como uma “barreira” quimica protetora contra microrganismos,
insetos ou animais; reducao dos efeitos degradativos da radiacdo UV da luz solar
através da absor¢do da radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta e do visivel
(DE CAMPOS, 2017).
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3.6 Solventes utilizados na extracao da prépolis

A propolis bruta, in natura, é composta por substancias hidrofilicas,
hidrofébicas e anfifilicas. No entanto, a maioria dos componentes da propolis &
soluvel em Oleo e por isso o alcool etilico hidratado € o método de extragcdo mais
utilizado. Este solvente é utilizado devido as propriedades apolares da maior parte
das substancias que compde a propolis (KONISHI et al., 2004).

A propolis tem sido bastante estudada e muitas metodologias ja foram utilizadas
na extracdo de seus componentes, podendo-se usar diversos solventes dependendo
da finalidade (CORDEIRO et al., 2015). Sun et al. (2015) analisaram o efeito de
diferentes concentracdes de solvente etanol em agua (25, 50, 75 e 100%) na extracao
de compostos fendlicos e flavonoides da propolis bruta e observaram que quanto maior
a concentracao de etanol utilizada, maior a extragao desses compostos.

Fontana et al. (2004) comprovaram que para o preparo de solucbes densas e
limpidas o solvente mais adequado a ser utilizado é o etanol 70-80%, sendo que a
extracdo de propolis em meios com maiores concentracbes de agua tem como
resultado uma solugcdo de cor opaca, com turbidez e leitosa. Tal aspecto é devido a
porcdo hidrofébica que constitui a prépolis.

3.7 Atividades bioldgicas da propolis

Kadosaki et al. (2012) reportaram 0 uso excessivo e indiscriminado de
antimicrobianos para o tratamento das doengas infecciosas. Isso favorece o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a resisténcia bacteriana a medicamentos deve ser vista como um
problema mundial de saude publica (OMS, 2010). A resisténcia antimicrobiana
aumenta as chances de néo se obter um tratamento eficaz das doencas causadas
por esses patdogenos multirresistentes (TASHO ; CHO, 2016).

Diante desse cenario, diversas func¢bes da propolis foram amplamente
investigadas por ensaio in vitro ou in vivo. Algumas fungdes confirmadas apontam o
potencial antibacteriano, antiviral, antifingico, anticancerigeno, imunomodulador,

anti-inflamatério e antioxidante (FIKRI et al., 2018).
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3.7.1 Propriedades antimicrobianas da prépolis: antibacteriana, antifungica e

antiviral

Orsi et al. (2012) realizaram testes in vitro para investigar o sinergismo
existente entre propolis e os antimicrobianos que agem ao nivel da iniciacdo da
sintese de proteinas, ou seja, tem ac¢do no ribossomo (como cloranfenicol,
tetraciclina e neomicina) frente a bactéria Gram-negativa Salmonella typhi.
Concluiram que a prépolis foi capaz de diminuir a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos e atuou de forma sinérgica com os antimicrobianos.

No estudo de Fiordalisi et al. (2016) a prépolis verde apresentou atividade
antibacteriana contra muitas bactérias patogénicas, incluindo bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus
pneumoniae) e  bactérias  Gram-negativas  (Porphyromonas  gingivalis,
Porphyromonas endodontalis e Prevotella denticola). E no estudo de Luca et al.
(2014) a propolis se mostrou ativa contra bactérias cariogénicas, como
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Streptococcus salivarius.

Machado et al. (2016) realizaram testes com extratos de propolis brasileiras
de diferentes origens: verde, marrom e vermelha para verificar a atividade
antimicrobiana diante das cepas ATCC de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
Todos o0s extratos tiveram resposta antimicrobiana para Staphylococcus aureus
(bactéria Gram-positiva). Silva et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana de
extratos de propolis brasileiras verde, vermelha e marrom contra cepas ATCC de
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus spp.) e bactérias
Gram-negativas (Klebsiella spp. e Escherichia coli). Observaram que houve
atividade antimicrobiana apenas contra as bactérias Gram-positivas, ndo havendo
atividade antimicrobiana para as bactérias Gram-negativas.

O estudo de Moradkhannejhad et al. (2018) evidenciou que a prépolis é
principalmente ativa contra bactérias Gram-positivas que sdo mais sensiveis que as
bactérias Gram-negativas. A parede celular quimicamente constituida de
lipopolissacarideos, fosfolipidios e proteinas das bactérias Gram-negativas pode ser
a razdo da baixa suscetibilidade desse grupo de bactérias a compostos como 06leo
essencial e extratos de propolis (AZHDARZADEH; HOJJATI, 2016).

Segundo Salazar et al. (2018), a propolis contém uma alta concentracédo de

terpenoides que possuem efeitos bacteriostaticos e bactericidas. Eles agem como
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um antimicrobiano, sensibilizando a camada fosfolipidica das células, aumentando a
permeabilidade e fazendo com que haja perda de componentes intracelulares,
levando a morte das células.

O estudo Freires et al. (2016) verificou que os extratos de prépolis brasileiras
apresentaram atividade antifungica contra leveduras Candida spp. (C. albicans, C.
dubliniensis, C. glabrata, C. kruzei, C. tropicalis e C. parapsilosis). Outros estudos
identificaram a atividade da propolis contra fungos Trichophyton mentagrophytes,
Trichophyton tonsurans (fungos dermatofitos) e Candida albicans (AL-DAAMY;
AMEER; ZUHER, 2015). Ja Silva et al. (2017) avaliaram a atividade antimicrobiana
de extratos de prépolis verde, vermelha e marrom sobre a levedura Candida
albicans e concluiram que ndo houve atividade frente a mesma.

Urushisaki et al. (2011) verificaram que a propolis verde tem atividade potente
antivirus influenza. A causa da atividade antiviral da propolis pode ser atribuida a
acidos cafeoilquinicos. O acido cafeico teve uma atividade anti-influenza, enquanto o
acido quinico ndo. O grupo cafeina pode ser um elemento indispensavel na estrutura
molecular dos acidos cafeoilquinicos em termos de atividade anti-influenza. Além
disso, os outros componentes como: &cido p-cumarico, artepilin C, bacarina,
drupanina e kemferida (ndo possuindo a estrutura de &cido cafeoilquinico) néo
apresentaram atividade anti-influenza. O acido cafeoilquinico ndo apresentou efeito
citotoxico na faixa de concentracdo efetiva para atividade anti-influenza.

Segundo Shimizu et al. (2011) trés extratos de propolis brasileiras que
possuiam composicbes diferentes foram eficazes contra a infeccdo cutédnea por
HSV-1 em camundongos. Assim, a propolis brasileira pode ser caracterizada como

tendo efeito anti-herpes in vivo.

3.7.2 Propriedades bioldgicas da propolis: anti-inflamatoria, antioxidante e

imunomoduladora

Dentre os produtos apicolas, a prépolis se destaca por possuir o maior
potencial antioxidante, sendo essa propriedade atribuida a sua variada composicao
quimica. Devido a sua alta atividade antioxidante, supde-se que a propolis possua
efeitos benéficos contra doengas relacionadas ao estresse oxidativo, reduzindo o
efeito toxico dos radicais livres (NAKAJIMA et al., 2009).
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A propriedade antioxidante da prépolis € uma das atividades biolégicas mais
estudadas em todo o mundo. Essa propriedade bioldégica apresenta grande
importancia nos beneficios gerais que a propolis pode trazer a saude humana. A
capacidade de eliminacédo de radicais livres dos compostos de propolis pode estar
intimamente relacionada as atividades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e
anticancer, bem como, prevencdo de aterosclerose, danos a pele, envelhecimento e
outros (BERRETA et al., 2017).

Durante o processo inflamatério ha liberacdo de diversas substancias
mediadoras inflamatdrias pelo tecido que foi lesionado. Dentre essas substancias,
estdo as espécies reativas de oxigénio (EROS), responséaveis pelos eventos iniciais
da inflamacdo. As enzimas envolvidas no processo inflamatério como a fosfolipase
A2 (PLA2) séao ativadas e convertem fosfolipidios de membrana em cicloxigenase
(COX), &cido araquidénico e lipoxigenase (LOX). O acido araquidbnico formado é
convertido em prostaglandina e leucotrieno (principais mediadores inflamatdrios)
(ARAUJO et al., 2012).

As ERQO’s conseguem estimular a translocacao do fator NK-kB para o nucleo
celular para o aumento da expressao das enzimas COX, LOX e PLA2 e mediadores
inflamatérios como TNF-a (FAROOQUI ; FAROOQUI, 2010). A inibicdo do fator NK-
KB pode ser a base molecular para a atividade anti-inflamatéria da propolis
(TIVERON et al., 2016). Tiveron et al. (2016) testaram a atividade anti-inflamatoria
da propolis, in vitro, e obtiveram alta atividade anti-inflamatéria com a reducéo de
ativacao do fator NF-kB e da liberacdo de TNF-a por macréfagos.

O &cido fenil éster cafeico, composto isolado da propolis, € conhecido por sua
elevada capacidade antioxidante e propriedade de inibir citocinas mediadoras da
inflamacédo: enzimas LOX, COX e éxido nitrico (FAROOQUI ; FAROOQUI, 2010). Ja
a crisina, outro composto ativo isolado da prépolis, também possui atividade anti-
inflamatdria. A crisina inibiu o fator NF-kB, a proteina p65, citocinas TNF-qa, IL-1B8 e
IL-6 em ratos com lesdo medular e reduziu os niveis de oxido nitrico, outro mediador
inflamatorio (JIANG et al., 2014).

A propolis é capaz de acelerar o tempo de cicatrizacdo e aumentar a
contracdo da ferida levando a rapida recuperacédo do tecido lesionado. Por isso é
atribuida a ela a capacidade de regeneracdo e cicatrizacdo tecidual (ORYAN;
ALEMZADEH ; MOSHIRI, 2018).
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Varios métodos antioxidantes estéo disponiveis para estudar a prépolis, entre
eles, o ensaio DPPH, o ensaio ABTS, inibicdo da peroxidacao lipidica, inibicdo de
qguimioluminescéncia produzida no sistema H,O/luminol/peroxido de rabano e
inibicdo da quimioluminescéncia produzida na xantina/luminol/xantina oxidase, entre
outros (BERRETA et al., 2017).

Segundo Da Silva et al. (2018) a atividade antioxidante da propolis é devido a
presenca, principalmente, de compostos fendlicos e flavonoides em sua
composicdo. Veiga et al. (2017) diante da complexa composi¢cdo quimica da
propolis, realizaram uma pesquisa para isolar compostos e verificar sua atividade
biolégica. Compostos isolados como o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico,
conhecido como Artepilin C sdo um dos principais componentes com atividade
antioxidante, bem como atividade antimicrobiana e imunomoduladora.

Existem demonstracdes de que prépolis induz efeitos em diferentes células da
resposta imune inata através da sua capacidade de modular a sintese de anticorpos.
Pode ser usada como uma alternativa para complementar um tratamento quando a
resposta imunitaria ndo € o suficiente para controlar uma infeccao especifica ou um
estado patolégico (AL-HARIRI, 2019).

3.8 Propolis e legislacdo brasileira

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu
através da Instru¢cdo Normativa n°® 3 de 19 de janeiro de 2001 o regulamento técnico
de identidade e qualidade de produtos apicolas. O regulamento abrange a prépolis
in natura e o extrato alcodlico com o0s seguintes requisitos fisico-quimicos e provas
qualitativas: propriedades fisico-quimicas (atividade de oxidacdo, cera, cinzas,
compostos fendlicos, extrato seco, flavonoides, metanol, soliveis em etanol, teor
alcoolico), caracteristicas organolépticas (aroma, cor, sabor e aspecto) e demais
condi¢cdes necessarias para considerar o produto apto e seguro para consumo e
comercializacdo (auséncia de poluentes, aditivos e critérios higiénico-sanitério)
(BRASIL, 2001). Constam na Tabela 2 os requisitos fisico-quimicos exigidos pela

norma.
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Tabela 2- Requisitos fisico-quimicos exigidos pelo MAPA necesséarios a
comercializagdo da propolis

Parametros Prépolis Bruta Extrato hidroalcodlico
Atividade de oxidacao Méaximo de 22 segundos Maximo de 22 segundos
Cera - 1% do extrato seco
Cinzas Maximo de 5% (m/m) -
Compostos fenadlicos Minimo de 5% (m/m) Minimo de 0,5% (m/m)
Extrato seco - 11% (m/v)
Flavonoides Minimo de 0,5% (m/m) Minimo de 0,25% (m/m)
Metanol - Méaximo 0,40 mg/L
Soluveis em Etanol Minimo de 35% (m/m) -
Teor alcodlico - Maximo de 70° GL (v/v)

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, 2001

Conforme determinag¢do da RDC n° 24 de 14 de junho de 2011, os produtos
elaborados a base prépolis com finalidade terapéutica podem ser registrados como
medicamento especifico. Estes produtos sdo classificados como opoterapicos, ou
seja, preparacdes obtidas a partir de glandulas, tecidos, outros 6rgdos e secrecfes

animais, destinada a fim terapéutico ou medicinal (BRASIL, 2011).

4 JUSTIFICATIVA

Recentemente, ha um interesse crescente no potencial farmacoterapéutico de
produtos naturais. Na Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
inclui-se a apiterapia. Os produtos naturais sdo uma fonte interessante de novas
terapias, diante do cenario em que ha o uso indiscriminado de antimicrobianos
(principal forca motora para o desenvolvimento da resisténcia de microrganismos). A
propolis brasileira apresenta uma variada composi¢édo quimica de acordo com a sua
origem em diferentes regides do pais. Varios estudos comprovam o potencial da
propolis para diversas aplicagdes farmacoldgicas e confirmam a sua eficacia como
antioxidante, antiinflamatorio e antimicrobiano. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antimicrobiana e realizar a caracterizagdo fisico-quimica de

extratos alcodlicos de prépolis verdes coletadas de diferentes regides do Brasil.
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5.1. Obtencdo dos extratos de propolis
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As amostras de propolis foram doadas por apiarios e empresas produtoras de

mel localizadas no Distrito Federal, Goias e Mato Grosso. As amostras foram

trituradas em cadinho de porcelana com adi¢cdo de etanol 96°GL. Foram preparados

extratos com 30% (p/v) de prépolis in natura, ou seja, pesou-se 30 g de propolis in

natura para cada 100 mL de etanol (Figura 6). Ap6s a maceracdo, para obtencao

dos extratos de prépolis, o material foi mantido sob agitacdo mecéanica a temperatura

ambiente por 18 horas e depois a solucédo foi filtrada. A Tabela 3 apresenta a

identificacdo dos extratos de propolis analisados neste estudo.

Tabela 3 - Identificacdo dos extratos de propolis analisados neste estudo

Amostra Doador da prépolis Regido do Tipo Elaboracado do extrato
Brasil

1 Empresa Mel do Sol Minas Gerais, | Verde Extrato alcodlico, com
(Aguas Lindas, Goias) Sudeste 30% de propolis in natura

2 Minas Gerais, | Verde Extrato alcoolico, com
Apiéario do Vovb Pedro Sudeste 30% de propolis in natura

3 | (Campo Grande, Mato Parana, Sul | Verde | Extrato alcodlico, com
Grosso) 30% de propolis in natura

4 Apiario M JA Distrito Verde Extrato alcodlico, com
Mais Mel Federal, 30% de propolis in natura

(Brasilia, Distrito Federal)

Centro oeste
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Figura 6 - Obtencédo dos extratos de propolis

Fonte: AUTORIA PRORIA

5.2. Estudo da atividade antimicrobiana dos extratos de prépolis por ensaio de

difusdo em disco

O método de ensaio de difusdo em disco foi realizado utilizando protocolo
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Os
in6culos utilizados foram cepas de bactérias: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus ATCC 14579, Streptococcus mutans ATCC 25175, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706, Salmonella
enterica ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 25922. Os in6culos foram preparados
através de suspensdo direta do crescimento microbiano em caldo Luria Bertani
(caldo LB) com turvacdo equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1,0x10°
UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de densidade o6ptica a 625 nm em
espectrofotdmetro.

Para realizar o ensaio de difusdo em disco, com o auxilio de swab estéril, o
in6culo microbiano foi semeado na superficie de uma placa de agar Miiller-Hinton,
até a obtencdo de um esfregaco uniforme. Apos a secagem do inoculo, foram
aplicados discos de papel de filtro, com 6 mm de didmetro, impregnados com 20 pL
dos extratos de propolis. Os testes foram realizados em triplicata e as leituras foram
realizadas apds 24 horas de incubacao a 37°C, por meio da medicao dos halos de

inibicéo do crescimento em milimetros de diametro.
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5.3. Determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos de
propolis pelo método de macrodiluicdo em caldo

Os in6culos utilizados foram cepas de bactérias: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579, Streptococcus mutans ATCC
25175, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-
1706, Salmonella enterica ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 25922. Os inGculos
foram preparados através de suspenséo direta do crescimento microbiano em caldo
Luria Bertani (caldo LB) com turvacdo equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland
(1,0x10% UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de densidade dptica a 625 nm
em espectrofotobmetro. Foram realizadas diluicbes em caldo LB das culturas na
concentracdo de 0,5 na escala de Mc Farland na ordem de 1:150, resultando em
uma concentracédo de 1,0x10° UFC/mL.

Os extratos de propolis foram diluidos em caldo LB em diferentes
concentracbes. Entdo, adicionou-se em tubos estéreis 1,0 mL do indéculo na
concentracdo de 1,0x10° UFC/mL e 1,0 mL das diferentes concentracées de extratos
de prépolis, resultando em uma concentracéo final de bactérias de 5,0 x10°> UFC/mL.
Como controle positivo (com crescimento das bactérias) foi utilizado 1,0 mL do
indculo na concentragdo de 1,0x10° UFC/mL e 1,0 mL de caldo LB. Como controle
negativo (inibicdo do crescimento das bactérias) foi utilizado 1,0 mL do inéculo na
concentracdo de 1,0x10° UFC/mL e 1,0 mL de extrato de prépolis. Os testes foram
realizados em duplicata.

Os tubos foram incubados a 37°C por 18 horas e entdo as diluigdes foram
plagueadas em agar Mueller Hinton e incubadas a 37°C por 18-24 horas e a CBM foi
determinada na menor concentracdo dos extratos de prépolis onde ndo foram

observadas colonias nas placas.

5.4 Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos extratos de

propolis pelo método de macrodiluicdo em caldo

Para a determinacéo da CIM, os in6culos utilizados foram cepas de bactérias:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 14579, Streptococcus
mutans ATCC 25175, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
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pneumoniae ATCC BAA-1706, Salmonella enterica ATCC 14028 e Escherichia coli
ATCC 25922. Os inéculos foram preparados através de suspensdo direta do
crescimento microbiano em caldo Luria Bertani com turvacdo equivalente a 0,5 da
escala de Mc Farland (1,0x10® UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de
densidade Optica a 625 nm em espectrofotdbmetro. Foram realizadas diluicbes em
caldo LB das culturas na concentracdo de 0,5 na escala de Mc Farland na ordem de
1:150, resultando em uma concentracdo de 1,0x10° UFC/mL.

Os extratos de propolis foram diluidos em caldo LB em diferentes
concentracbes. Entdo, adicionou-se em tubos estéreis 1,0 mL do inéculo na
concentracdo 1,0x10° UFC/mL e 1,0 mL das diferentes concentragdes de extratos de
propolis, resultando em uma concentracéo final de bactérias de 5,0x10°> UFC/mL.
Como controle positivo (com crescimento das bactérias) foi utilizado 1,0 mL do
inéculo na concentragdo de 1,0x10° UFC/mL e 1,0 mL de caldo LB. Como controle
negativo (inibicdo do crescimento das bactérias) foi utilizado 1,0 mL do inéculo na
concentracdo de 1,0x10° UFC/mL e 1,0 mL de extrato de prépolis. Os tubos foram
incubados a 37°C por 18 horas. Os testes foram realizados em triplicata.

De acordo com a CLSI (2015), a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é
definida como a menor concentragdo de um agente antimicrobiano que impede o
crescimento de um microrganismo determinado por turbidez em testes de
sensibilidade por diluicdo em caldo. Como os extratos de propolis sdo pouco
sollveis em meio aquoso, o contato destes com o caldo LB deixou a solu¢éo diluida
com aspecto leitoso e, portanto, com elevada turbidez. Assim o método
convencional de leitura da turbidez a 625 nm, apés incubacdo das diferentes
diluicdes do agente antimicrobiano com o inéculo bacteriano foi inviabilizada nos
testes com os extratos de propolis.

Entdo, a metodologia para a determinacdo da CIM foi modificada de acordo
com Ristivojevi¢ et al. (2016). ApGs o periodo de incubacdo das diferentes diluicbes
do agente antimicrobiano com o inéculo bacteriano, o método colorimétrico da
resazurina sodica 0,01% foi utilizado, aplicando-se 20 pyL da solucdo de resazurina
em 100 pL de cada teste conforme a Figura 7, para realizar a leitura visual dos
resultados, em que a cor azul caracterizou a inatividade bacteriana e a cor rosa o
crescimento das bactérias. Portanto a CIM foi definida como a menor concentracéo
dos extratos de préopolis que inibiram o crescimento microbiano e apresentaram cor

azul na presenca da resazurina. A resazurina € um indicador de oOxido-reducdo
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usado na avaliacdo da viabilidade celular. Esse reagente apresenta cor azul e se
torna rosa e fluorescente quando reduzido a resorufina pelas enzimas Oxido-
redutases presentes nas células vivas (SARKER et al., 2007).

Figura 7 — Esquema para determinacao da CIM pelo método de macrodilui¢céo
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Fonte: AUTORIA PROPRIA

5.5. Caracterizacao fisico-quimica de identidade e qualidade dos extratos de
prépolis

As amostras foram colocadas em cadinhos (previamente secos e pesados) e
mantidas em estufa a 105°C até se obter peso constante, sendo determinado o teor
de extrato seco (IAL, 2008). Esta analise foi realizada em triplicata e o teor de
residuo seco (sélidos solluveis em etanol) foi calculado pela razdo entre a massa de
residuo depositada no cadinho e a massa inicial de prépolis bruta extraida, em
porcentagem. Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de
Folin-Denis (FOLIN & DENIS, 1912). A atividade antioxidante in vitro foi determinada
pelos métodos de DPPH (KIM et al., 2002) e ABTS (RE et al., 1999).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez que o aumento da resisténcia aos antibidticos pode levar ao
fracasso terapéutico de doencas de etiologia conhecida, investigamos nesse estudo
a atividade antibacteriana da propolis verde, um produto natural e suas
caracteristicas fisico-quimicas. Diferencas obtidas nas andlises de cada um dos
extratos etandlicos de propolis verde podem ser explicados pela diversidade na
composi¢cdo das amostras de prépolis bruta coletadas nas regides Sudeste, Sul e

Centro-oeste do Brasil.

6.1. Atividade antimicrobiana por ensaio de difusdo em disco dos extratos de

propolis

A Tabela 4 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana (ensaio de
difusdo em disco) dos extratos das propolis deste estudo, onde foram aplicados 20

ML de cada extrato de propolis nos discos de papel previamente esterilizados.

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana por ensaio de difusdo em disco dos

extratos de propolis

Microrganismos testados (diametro dos halos em milimetros)
Extratos de S. B. S. P. K. S. E.
prépolis aureus cereus mutans | aeruginosa | pneumoniae | enterica | coli
1 (Mel do Sol) | 27,5+0,70 | 37,0+2,82 | 26,3%£2,30 NI NI NI NI
2 (Minas) 28,5%+0,70 | 28,5+0,70 | 31,5%+2,12 NI NI NI NI
3 (Parana) 26,0+1,41 | 27,5+0,70 | 24,0+0,01 NI NI NI NI
4 (DF) 24,3+0,57 | 51,5+2,80 | 45,0+0,00 NI NI NI NI

Os resultados foram expressos como meédias + desvio padrédo de trés repeticdes; NI = nédo
houve inibicdo do crescimento microbiano; 1- extrato alcoolico de prépolis verde Mel do Sol;
2- extrato alcodlico de prépolis verde Apiario do Vové MG; 3- extrato alcodlico de prépolis

verde Apiario do Vovd PR; 4- extrato alcodlico de propolis verde Apiario DF

O método de ensaio de difusdo em disco é frequentemente usado para testar

a susceptibilidade de antimicrobianos contra uma variedade de microrganismos. A
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atividade antimicrobiana é determinada medindo o didmetro da zona de inibicdo, ou
seja, quanto maior for o diametro do halo formado, maior a atividade antibacteriana.
Neste estudo, os halos de inibicdo medidos para os diferentes extratos de propolis
testados variaram de 24,3 a 28,5 mm para a bactéria S. aureus; de 27,5 a 51,5 mm
para a bactéria B. cereus e de 24,0 a 31,5 mm para a bactéria S. mutans. Nessa
técnica utilizada, a bactéria B. cereus apresentou maior sensibilidade aos extratos
de prépolis, principalmente ao extrato do Distrito Federal. Ndo houve a formacéo do
halo de inibicdo para as bactérias Gram-negativas: P. aeruginosa, K. pneumoniae,
S. enterica e E. coli.

As analises permitem afirmar que os extratos de propolis verde foram eficazes
somente contra as bactérias Gram-positivas. Tal atividade pode ser entendida com
base na diferenca da composicdo da parede celular entre essas bactérias. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura, em que Machado et al. (2016) afirmam
que o extrato de propolis possui maior efeito em espécies Gram-positivas e € menos
eficaz em espécies Gram-negativas.

Resultados semelhantes foram relatados por MORADKHANNEJHAD et al.
(2018) empregando a técnica de difusdo em disco. Os autores identificaram a
atividade antimicrobiana dos extratos de propolis contra a bactéria Gram-positiva S.
aureus, porém nao observaram halos de inibicdo contra as bactérias Gram-

negativas S. enterica, E. coli e P. aeruginosa.

6.2. Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos de

prépolis para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas

As Tabelas 5 e 6 apresentam a CBM dos extratos de propolis considerando o
peso seco de cada extrato (em mg) e o volume de extrato (em mL) para as bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas testadas.
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Tabela 5- Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos

extratos de propolis para as bactérias Gram-positivas

S. aureus B. cereus S. mutans
Extratos de ATCC 25923 ATCC 14579 ATCC 25175
propolis CBM CBM CBM
(mg/mL) | (mL/mL) | (mg/mL) | (mL/mL) | (mg/mL) | (mL/mL)

1 (Mel do Sol) 10 0,17 2,5 0,04 12 0,20
2 (Minas) 6 0,10 1,0 0,02 6 0,10
3 (Parana) 10 0,17 2,5 0,04 9 0,15
4 (DF) 9 0,15 2,0 0,03 9 0,15

1- extrato alcodlico de prépolis verde Mel do Sol; 2- extrato alcodlico de prépolis verde

Apiério do Vovb MG; 3- extrato alcodlico de prépolis verde Apiario do Vovd PR; 4- extrato

alcodlico de proépolis verde Apiario DF.

Tabela 6- Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos

extratos de propolis para as bactérias Gram-negativas

P. aeruginosa K. pneumoniae S. enterica E. coli
Extratos de ATCC 27853 ATCC BAA-1706 ATCC 14028 ATCC 25922
prépolis CBM CBM CBM CBM
(mg/mL) | (mL/mL) | (mg/mL) | (mL/mL) | (mg/mL) | (mL/mL) | (mg/mL) | (mL/mL)
1 (Mel do Sol) 15 0,25 20 0,33 20 0,33 20 0,33
2 (Minas) 20 0,33 15 0,25 15 0,25 15 0,25
3 (Parand) 15 0,25 20 0,33 20 0,33 12 0,20
4 (DF) 20 0,33 15 0,25 15 0,25 10 0,17

1- extrato alcodlico de prépolis verde Mel do Sol; 2- extrato alcodlico de prépolis verde

Apiério do Vovb MG; 3- extrato alcodlico de propolis verde Apiario do Vovd PR; 4- extrato

alcodlico de propolis verde Apiario DF.
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Dentre os quatro tipos de extratos alcodlicos de propolis testados, o extrato 2
(1 mg/mL) de Minas Gerais obteve maior atividade bactericida frente a bactéria B.
cereus (Gram-positiva), seguido pelo extrato 4 do Distrito Federal (2 mg/mL). Os
extratos 2 de Minas Gerais (6 mg/mL) e o extrato 4 do Distrito Federal (9 mg/mL)
obtiveram os melhores resultados de CBM contra a bactéria S. aureus. Os
resultados de CBM contra a bactéria S. mutans foram préximos aos resultados de S.
aureus, apresentando menor CBM para o extrato 2 de Minas Gerais (6 mg/mL),
seguido pelos extratos 3 do Parana e 4 do Distrito Federal (ambos com CBM de 9
mg/mL). O extrato de propolis 2 de Minas Gerais apresentou a menor Concentragdo
Bactericida Minima para todas as cepas Gram-positivas testadas.

Véarios autores mostraram os efeitos de diferentes extratos de propolis
coletados de vérias regides geograficas no mundo para S. aureus. No estudo de
Ristivojevi¢ et al. (2018) foram elaborados 53 extratos de prépolis coletados na
Sérvia. A CBM para S. aureus ATCC 25923 de alguns dos extratos de prépolis
laranja variou de 12 a 14 mg/mL. No estudo de Gomes et al. (2016), o extrato de
prépolis marrom coletado no Mato Grosso do Sul apresentou CBM de 4,5 a 18,9
mg/mL para as diferentes cepas de bactérias S. aureus testadas. No estudo de
Tiveron et al. (2016) foram coletadas 78 amostras de propolis brasileiras nos
estados de Parana e Santa Catarina. A CBM para S. aureus ATCC 25923 néo foi
atingida nas diluicbes testadas para a maioria dos extratos testados e os autores
reportaram que a CBM teve valor maior que 1,6 mg/mL.

Os valores de CBM das bactérias Gram-negativas foram maiores quando
comparados com os valores das bactérias Gram-positivas. Para as bactérias P.
aeruginosa, K. pneumoniae e S. enterica os resultados de CBM variaram de 15 a 20
mg/mL. A bactéria P. aeruginosa obteve o menor valor de CBM para os extratos 1
da Mel do Sol e 3 do Parana (ambos com CBM de 15 mg/mL). Ja para as bactérias
K. pneumoniae e S. enterica, o menor valor de CBM de 15 mg/mL foi obtido com os
extratos 2 de Minas Gerais e 4 do Distrito Federal. Neste estudo, a bactéria E. coli
mostrou-se mais sensivel aos efeitos antimicrobianos dos extratos de prépolis e o
menor valor de CBM foi obtido para o extrato de propolis 4 do Distrito Federal (10
mg/mL), seguido pelo extrato de propolis 3 do Parana (12 mg/mL).
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6.3. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de
propolis para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas

Os valores obtidos no teste de CIM para as bactérias Gram positivas e Gram-
negativas estdo apresentados nas Tabelas 7 e 8, considerando o peso seco de cada

extrato (em mg) e o volume de extrato de prépolis (em pL).

Tabela 7. Determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos

de propolis para as bactérias Gram-positivas testadas

S. aureus B. cereus S. mutans
Extratos de ATCC 25923 ATCC 14579 ATCC 25175
prépolis CIM CIM CIM
(mg/mL) | (uL/mL) | (mg/mL) | (uL/mL) | (mg/mL) | (uL/mL)

1 (Mel do Sol) | 0,075 1,25 0,10 1,67 0,10 1,67
2 (Minas) 0,20 3,57 0,10 1,67 0,15 2,50
3 (Parana) 0,15 2,50 0,075 1,25 0,25 4,20
4 (DF) 0,15 2,50 0,20 3,57 0,25 4,20

1- Extrato alcodlico de prépolis verde Mel do Sol; 2- extrato alcodlico de prépolis verde
Apiario do Vovb MG; 3- extrato alcodlico de préopolis verde Apiario do Vovd PR; 4- extrato
alcodlico de proépolis verde Apiario DF

Dentre o grupo das bactérias Gram-positivas, as bactérias S. aureus e B.
cereus foram as mais sensiveis frente ao efeito bacteriostatico dos extratos de
propolis verde, apresentando valores de CIM de 0,075 a 0,20 mg/mL. Para bactéria
S. mutans os valores de CIM variaram de 0,10 a 0,25 mg/mL. Para as bactérias S.
aureus e S. mutans o melhor resultado de CIM foi obtido para o extrato de propolis
verde 1 da Mel do Sol. Ja para a bactéria B. cereus o melhor resultado de CIM foi
obtido para o extrato 3 do Parana.

No estudo de Ristivojevi¢ et al. (2016), a atividade antibacteriana de amostras
de prépolis do Alamo europeu contra varias espécies bacterianas foi determinada
por ensaio de concentracdo inibitéria minima. A atividade antibacteriana mais forte

foi exibida contra S. aureus, com um valor de CIM de 0,5 mg/mL e esse valor foi
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mais elevado que os valores de CIM encontrados para as bactérias Gram-positivas
do nosso estudo (0,075 a 0,25 mg/mL).

Tabela 8. Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) dos extratos

de propolis para as bactérias Gram-negativas testadas

P. aeruginosa K. pneumoniae S. enterica E. coli
Extratos de ATCC 27853 ATCC BAA-1706 ATCC 14028 ATCC 25922
prépolis CIM CIM CIM CIM
(mg/mL) | (uL/mL) | (mg/mL) | (uL/mL) | (mg/mL) | (uL/mL) | (mg/mL) | (UL/mL)

1 (Mel do Sol) 4,80 80,0 > 6,85 >114,3 2,57 42,86 6,85 114,3
2 (Minas) 6,85 114,3 6,85 114,3 0,80 13,34 6,85 114,3
3 (Parand) 6,85 114,3 > 6,85 >114,3 3,43 57,15 6,85 114,3
4 (DF) 6,85 114,3 6,85 114,3 1,20 20,00 6,85 114,3

1- extrato alcodlico de propolis verde Mel do Sol; 2- extrato alcodlico de propolis verde
Apiario do Vovd MG; 3- extrato alcodlico de propolis verde Apiario do Vovd PR; 4- extrato

alcodlico de prépolis verde Apiario DF.

Em relacdo as bactérias Gram-negativas, a bactéria S. enterica foi a mais
sensivel frente ao efeito bacteriostatico dos extratos de propolis verde, apresentando
valores de CIM de 0,80 a 3,43 mg/mL. Para bactéria P. aeruginosa, o resultado
variou de 4,80 a 6,85 mg/mL. Ja para a bactéria K. pneumoniae os valores de CIM
foram de 6,85 mg/mL a concentracdes superiores a 6,85 mg/mL. A CIM da bactéria
E. coli foi de 6,85 para todos os extratos testados. O menor valor de CIM encontrado
para a bactéria Gram-negativa S. enterica (0,80 mg/mL) foi 3 vezes maior que o
maior valor de CIM da bactéria Gram-positiva S. mutans (0,25 mg/mL). Os
resultados do nosso estudo estdo de acordo com os dados publicados na literatura
gue indicam maior atividade antimicrobiana da prépolis contra bactérias Gram-
positivas e menor atividade antimicrobiana da propolis contra bactérias Gram-
negativas.

No estudo de Silva et al. (2017) os extratos de prépolis verde exibiram valores
de CIM variando de 0,25 a 0,5 mg/mL para a bactéria Gram-positiva S. aureus ATCC
25923 e as bactérias Gram-negativas Klebsiella spp. e E. coli ATCC 25922. Tiveron
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et al. (2016) relataram valores de CIM de 0,012 a 0,1 mg/mL para as bactérias
Gram-positivas S. mutans e S. aureus e valores de CIM de 0,1 a 0,2 mg/mL para a
bactéria Gram-negativa P. aeruginosa.

Na literatura ndo ha uma classificacdo consensual sobre os valores de CIM.
Aligiannis et al. (2001) propuseram uma classificacdo sobre o potencial
antimicrobiano de produtos naturais, com base nos resultados de CIM: inibidores
fortes - CIM de até 0,5 mg / mL; inibidores moderados - CIM entre 0,6 e 1,5 mg/ mL
e inibidores fracos - CIM acima de 1,6 mg/ mL. Ja Webster et al. (2008) propuseram
um valor de CIM satisfatorio entre 1,0 mg/mL ou menos. Seguindo a primeira
classificacdo, todos os extratos de prépolis sdo inibidores fortes contra as bactérias
Gram-positivas testadas e sdo considerados inibidores fracos contra as bactérias
Gram-negativas, com excecdo do extrato de prépolis 2 de Minas Gerais contra a
cepa S. enterica que obteve inibicAo moderada. Adicionalmente, todos estes
resultados sao satisfatérios (com CIM < 1,0 mg/mL) segundo Webster et al. (2008)

para os extratos de propolis contra bactérias Gram-positivas.
6.4 Andlises fisico-quimicas dos extratos de prépolis

A Tabela 9 mostra os percentuais de extrato seco, compostos fendlicos totais
e atividade antioxidante presentes nos extratos de propolis verde coletadas das

regides Sudeste, Sul e Centro-oeste do Brasil.

Tabela 9- Analises fisico-quimicas dos extratos de prépolis

Extratos de Extrato Seco | Compostos DPPH ABTS
prépolis Fendlicos TEAC TEAC
(%) (%) (mM Trolox) (mM Trolox)
1 Mel do Sol | 13,60+0,35% | 3,17+0,142 | 119,96+2,33% | 643,42+13,95%°
2 Minas 12,45+0,07° 2,86+0,012 | 115,07+6,19%° | 687,14+26,66"
3 Parana 13,69+0,01* | 2,42+0,08° | 106,03+4,30° | 639,04+30,37%°
4 DF 11,70+0,53° 1,79+0,28° | 108,70+4,09%° | 600,89+24,03%

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata + desvio padrdo. O
valor de p calculado foi obtido por meio do teste de ANOVA. As médias na mesma coluna
com letras diferentes sdo significativamente diferentes a p<0,05 de acordo com o teste de

Tukey. 1- extrato alcodlico de propolis verde Mel do Sol; 2- extrato alcodlico de propolis
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verde Apiério do Vovd MG; 3- extrato alcodlico de propolis verde Apiario do Vovd PR; 4-
extrato alcodlico de prépolis verde Apiério DF

A guantificacdo do extrato seco consiste na porcentagem seca de sélidos
dissolvidos nos extratos de propolis, sendo um dos paréametros de qualidade
estabelecidos pelo Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade do Extrato de
Prépolis, com um valor minimo de 11% (m/v) (BRASIL, 2001). A concentracdo de
extrato seco de 11% indica que o extrato foi elaborado com no minimo 30% (p/v) de
prépolis in natura. A porcentagem de extrato seco das amostras deste estudo variou
de 11,70 a 13,69% e se enquadraram nos parametros da legislagao.

Nos extratos de prépolis o minimo exigido pela legislacdo brasileira, em
relacdo ao teor de compostos fendlicos, é de 0,50% (m/m) e todos os extratos
analisados neste estudo ficaram com valores de compostos fendlicos dentro dos
limites exigidos pela legislagdo (1,79-3,17%). Resultados semelhantes foram
encontrados por Soares et al. (2017), que avaliaram a qualidade de oito amostras de
extratos de propolis comerciais e os teores de compostos fendlicos totais variaram
de 0,52-3,57%. Sun et al. (2015) reportaram resultados similares, onde o extrato de
prépolis proveniente de Pequim, China, elaborado com 25% de propolis in natura
apresentou 1,58% de compostos fendlicos.

No que diz respeito aos testes de atividade antioxidante, os resultados deste
estudo para as amostras variaram de 106,03 a 119,96 mM Trolox para DPPH e de
600,89 a 643,42 mM Trolox para ABTS. Muitos estudos apresentaram uma
correlacdo positiva entre a quantidade de compostos fenodlicos e a atividade
antioxidante dos extratos de propolis (ANDRADE et al., 2017; BITTENCOURT et al.,
2015). Nota-se que para quantificacdo de atividade antioxidante pelo método DPPH,
nao houve diferenca estatistica entre as amostras 1, 2 e 4. Barbosa et al. (2016),
estudando o potencial antioxidante de prépolis coletadas em Roraima, obtiveram
0,085 mM Trolox no ensaio do DPPH. Os resultados exibidos pelas amostras de
prépolis do nosso estudo sdo bastante superiores quando comparados aos
resultados encontrados por Barbosa et al. (2016). Essa diferenca pode estar
relacionada as regides geograficas e a composicédo quimica das plantas de onde as
abelhas coletaram as resinas para produzir a prépolis, considerando que a
vegetacdo dos locais de coleta apresenta plantas que produzem compostos

secundarios com relevante atividade antioxidante.
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O sinergismo de componentes fendlicos com outros compostos quimicos séo
0s responsaveis pela acdo antimicrobiana da propolis (BANKOVA, 2005). Sendo
assim, ao correlacionarmos a acao antimicrobiana destes extratos de propolis com o
teor de substancias fendlicas e elevada atividade antioxidante, associa-se a uma
boa acdo antimicrobiana dos extratos de propolis verdes deste estudo frente as
bactérias Gram-positivas.
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7. CONCLUSAO

As amostras de extratos etandlicos de prépolis verde provenientes de trés
diferentes regides do Brasil (Sudeste, Sul e Centro-oeste) apresentaram atividade
antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas neste
estudo, porém a maior atividade antibacteriana ocorreu para as bactérias Gram-
positivas. Os valores de CIM e CBM variaram entre os extratos de propolis obtidos
das diferentes regides brasileiras, comprovando assim que estudos de sazonalidade
gquando se referem a produtos naturais, sdo de extrema relevancia para futuras
pesquisas. Verificou-se também que os extratos propolis verde apresentaram alta
atividade antioxidante, o que pode estar relacionado com a sua atividade

antimicrobiana.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Atividade antimicrobiana por ensaio de difusdo em disco

ANEXO 1.1 - Imagens das placas com S. aureus ATCC 25923 nos ensaios de
atividade antimicrobiana por difusdo em disco dos extratos de prépolis: verde
MEL do SOL, verde DF, verde Apiério do Vovd PR, verde Apiério do Vovd MG.
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ANEXO 1.2 - Imagens das placas com B. cereus ATCC 14579 nos ensaios de
atividade antimicrobiana por difusdo em disco dos extratos de prépolis: verde
MEL do SOL, verde Apiario do Vov6 PR, verde Apiario do Vové MG e verde DF
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ANEXO 1.3 - Imagens das placas com S. mutans ATCC 25175 nos ensaios de

atividade antimicrobiana por difusdo em disco dos extratos de prépolis: verde

MEL do SOL, verde Apiario do Vov6 PR, verde Apiario do Vovdé MG e verde DF
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ANEXO 1.4 - Imagens das placas com S. enteritidis ATCC 14028 nos ensaios de
atividade antimicrobiana por difusdo em disco dos extratos de prépolis: verde
MEL do SOL, verde Apiéario do Vovd MG, verde Apiario do Vové PR e verde DF
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ANEXO 1.5 - Imagens das placas com P. aeruginosa ATCC 27853 nos ensaios

de atividade antimicrobiana por difusdo em disco dos extratos de prépolis:
verde MEL do SOL, verde Apiario do Vovd MG, verde Apiario do Vovd PR e
verde DF
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ANEXO 1.6 - Imagens das placas com K. pneumoniae ATCC BAA-1706 nos
ensaios de atividade antimicrobiana por difusdo em disco dos extratos de
prépolis: verde MEL do SOL, verde Apiéario do Vovbé MG, verde Apiario do Vovo
PR e verde DF
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ANEXO 2 - CBM

ANEXO 2.1 — Imagens das placas com S. aureus ATCC 25923 ap0s tratamento
com diferentes diluicdes do extrato de propolis verde Apiario do Vovd Parana:
1- 12 mg/mL; 2- 10 mg/mL; 3- 9 mg/mL; 4- 6 mg/mL; 5- 4 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo.

ANEXO 2.2 — Imagens das placas com S. aureus ATCC 25923 ap0s tratamento
com diferentes diluicbes do extrato de propolis verde Apiario do Vové Minas
Gerais: 1- 12 mg/mL; 2- 10 mg/mL; 3-9 mg/mL; 4- 6 mg/mL; 5-4 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 2.4 — Imagens das placas com S. aureus ATCC 25923 ap0s tratamento
com diferentes diluicbes do extrato de prépolis verde DF: 1- 12 mg/mL; 2- 10
mg/mL; 3- 9 mg/mL; 4- 6 mg/mL; 5- 4 mg/mL; (+) = controle positivo e (-) =
controle negativo.

ANEXO 2.5 — Imagens das placas com S. aureus ATCC 25923 ap0s tratamento
com diferentes diluicbes do extrato de prépolis verde MEL DO SOL: 1- 12
mg/mL; 2- 10 mg/mL; 3- 9 mg/mL; 4- 6 mg/mL; 5- 4 mg/mL; (+) = controle
positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 2.6 — Imagens das placas com B. cereus ATCC 14579 ap0s tratamento
com diferentes diluicbes do extrato de propolis verde DF: 4- 1,5 mg/mL; (+) =
controle positivo.

ANEXO 2.7 — Imagens das placas com B. cereus ATCC 14579 ap0s tratamento
com diferentes diluicdes do extrato de propolis verde Apiario do Vov6 Parana:

1- 2,0 mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 2.8 — Imagens das placas com B. cereus ATCC 14579 apds tratamento
com diferentes diluicbes do extrato de propolis verde Apiario do Vovd Minas
Gerais: 1- 2,0 mg/mL; 2- 1,5 mg/mL; 3- 1,25 mg/mL; 4- 1,0 mg/mL; 5- 0,75

mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.

ANEXO 2.9 — Imagens das placas com B. cereus ATCC 14579 ap0s tratamento
com diferentes diluicbes do extrato de propolis verde MEL DO SOL: 1- 2,0
mg/mL; 2- 1,5 mg/mL; 3- 1,25 mg/mL; 4- 1,0 mg/mL; 5- 0,75 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 2.10 - Imagens das placas com S. mutans ATCC 25175 apos
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis verde MEL do SOL:
1- 15 mg/mL; 2- 12 mg/mL; 3- 9 mg/mL; 4- 6 mg/mL; 5- 4 mg/mL; (+) = controle
positivo e (-) = controle negativo.

ANEXO 2.11 - Imagens das placas com S. mutans ATCC 25175 apo0s
tratamento com diferentes diluicbes do extrato de prépolis, verde Apiario do
Vovo PR: 1- 15 mg/mL; 2- 12 mg/mL; 3- 9 mg/mL; 4- 6 mg/mL; 5- 4 mg/mL; (+) =

controle positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 2.12 - Imagens das placas com S. mutans ATCC 25175 apos
tratamento com diferentes diluicbes do extrato de propolis, verde Apiario do
Vovo MG: 1- 15 mg/mL; 2- 12 mg/mL; 3- 9 mg/mL; 4- 6 mg/mL; 5- 4 mg/mL; (+) =

controle positivo e (-) = controle negativo.

ANEXO 2.13 - Imagens das placas com S. mutans ATCC 25175 apés
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis, verde DF: 1- 15
mg/mL; 2- 12 mg/mL; 3- 9 mg/mL; 4- 6 mg/mL; 5- 4 mg/mL; (+) = controle
positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 3- CBM das bactérias Gram-negativas

ANEXO 3.1 - Imagens das placas com P. aeruginosa ATCC 27853 apo0s
tratamento com diferentes diluicbes do extrato de prépolis verde Apiario do
Vovd Paranéa: 1- 60 mg/mL; 2- 30 mg/mL; 3- 20 mg/mL; 4- 15 mg/mL; 5- 12

mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 3.2 — Imagens das placas com P. aeruginosa ATCC 27853 ap0s
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de propolis verde MEL do SOL.:
1- 60 mg/mL; 2- 30 mg/mL; 3- 20 mg/mL; 4- 15 mg/mL; 5- 12 mg/mL; (+) =

controle positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 3.3 - Imagens das placas com P. aeruginosa ATCC 27853 apo0s
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis verde DF: 1- 60
mg/mL; 2- 30 mg/mL; 3- 20 mg/mL; 4- 15 mg/mL; 5- 12 mg/mL; (+) = controle
positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 3.4 - Imagens das placas com P. aeruginosa ATCC 27853 apo0s
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis verde Apiario do
Vov6 Minas Gerais: 1- 60 mg/mL; 2- 30 mg/mL; 3- 20 mg/mL; 4- 15 mg/mL; 5- 12
mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 3.5 - Imagens das placas com S. enterica ATCC 14028 apds tratamento
com diferentes diluicdes do extrato de propolis verde MEL do SOL: 1- 60
mg/mL; 2- 30 mg/mL; 3- 20 mg/mL; 4- 15 mg/mL; 5- 12 mg/mL; (+) = controle

positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 3.6 - Imagens das placas com S. enterica ATCC 14028 apoés
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis verde DF: 1- 60
mg/mL; 2- 30 mg/mL; 3- 20 mg/mL; 4- 15 mg/mL; 5- 12 mg/mL; (+) = controle

positivo e (-) = controle negativo.
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ANEXO 3.7 — Imagens das placas com S. enterica ATCC 14028 apds tratamento
com diferentes diluicdes do extrato de propolis verde Apiario do Vové Parané:
1- 60 mg/mL; 2- 30 mg/mL; 3- 20 mg/mL; 4- 15 mg/mL; 5- 12 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo.

—

ANEXO 3.8 — Imagens das placas com S. enterica ATCC 14028 apés tratamento

com diferentes diluicbes do extrato de propolis verde Apiario do Vové Minas
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Gerais: 2- 30 mg/mL; 3- 20 mg/mL; 4- 15 mg/mL; 5- 12 mg/mL; (+) = controle

positivo e (-) = controle negativo

ANEXO 3.9 - Imagens das placas com K. pneumoniae ATCC BAA-1706 ap6s
tratamento com diferentes diluicbes do extrato de propolis verde Apiéario do
Vov6 Parana: 1- 30 mg/mL; 2- 20 mg/mL; 3- 15 mg/mL; 4- 12 mg/mL; 5- 10

mg/mL; (+) = controle positivo e (-) = controle negativo
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ANEXO 3.10 - Imagens das placas com K. pneumoniae ATCC BAA-1706 ap0s
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis verde DF: 1- 30
mg/mL; 2- 20 mg/mL; 3- 15 mg/mL; 4- 12 mg/mL; 5- 10 mg/mL; (+) = controle
positivo e (-) = controle negativo
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ANEXO 3.11 - Imagens das placas com K. pneumoniae ATCC BAA-1706 ap0s

tratamento com diferentes diluicbes do extrato de prépolis verde Apiario do
Vovo MG: 1- 30 mg/mL; 2- 20 mg/mL; 3- 15 mg/mL; 4- 12 mg/mL; 5- 10 mg/mL,;
(+) = controle positivo e (-) = controle negativo
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ANEXO 3.12 — Imagens das placas com K. pneumoniae ATCC BAA-1706 apos
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de préopolis verde MEL DO SOL.:
1- 30 mg/mL; 2- 20 mg/mL; 3- 15 mg/mL; 4- 12 mg/mL; 5- 10 mg/mL; (+) =
controle positivo e (-) = controle negativo
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ANEXO 3.13 - Imagens das placas com E. coli ATCC 25922 ap6s tratamento

com diferentes diluicbes do extrato de préopolis verde DF: 1- 15 mg/mL; 2- 12
mg/mL; 3- 10 mg/mL; 4- 9 mg/mL; 5- 6 mg/mL; (+) = controle positivo e (-) =

controle negativo
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ANEXO 3.14 - Imagens das placas com E. coli ATCC 25922 ap6s tratamento
com diferentes diluicbes do extrato de prépolis verde MEL DO SOL: 1- 15
mg/mL; 2- 12 mg/mL; 3- 10 mg/mL; 4- 9 mg/mL; 5- 6 mg/mL; (+) = controle

positivo e (-) = controle negativo
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ANEXO 3.15 - Imagens das placas com E. coli ATCC 25922 apds tratamento

com diferentes diluicdes do extrato de propolis verde Apiario do Vové MG: 1-
15 mg/mL; 2- 12 mg/mL; 3- 10 mg/mL; 4- 9 mg/mL; 5- 6 mg/mL; (+) = controle

positivo e (-) = controle negativo
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ANEXO 3.15 - Imagens das placas com E. coli ATCC 25922 ap6s tratamento
com diferentes diluicbes do extrato de propolis verde Apiario do Vovb PR: 1-
15 mg/mL; 2- 12 mg/mL; 3- 10 mg/mL; 4- 9 mg/mL; 5- 6 mg/mL; (+) = controle

positivo e (-) = controle negativo
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ANEXO 4 - CIM

ANEXO 4.1. Imagem da determinagdo de CIM em microplaca utilizando a
resazurina como indicador de viabilidade celular, com B. cereus ATCC 14579 e
os extratos de propolis: verde MEL do SOL, verde Apiario do Vovd MG, verde
DF e verde Apiério do Vovd PR. Cor azul = morte celular e cor e rosa
fluorescente = resazurina reduzida a resorufina pelas enzimas 6xido-redutases

presentes nas células vivas.



