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populagdao com as chamadas dermatomicoses. O estudo buscou avaliar o
potencial de inativagdo da propolis verde e vermelha, os quais apresentaram
possibilidades inibitérias para o crescimento de cepas de leveduras
C.albicans e bactérias S. auereus e S. epidermidis testadas, apresentando
halos de inibigao do crescimento microbiano. O que nao foi verificado com
P. aeruginosa e E. coli. Assim, a atualizagdo e o conhecimento de conceitos
basicos e clinicos relacionados com novos agentes antimicrobianos mais
eficazes e menos toxicos sao muito importantes para auxiliar o seu manejo e
alternativas pelos profissionais da area de saude.
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of inactivation of the green and red propolis, which presented inhibitories
possibilities for the growth of strains of yeasts C. albicans and bacteries S.
aureus and S. epidermidis tested, showing zones of inhibition of the microbial
growth. Which was not verified with P. aeruginosa and E. coli. Thus, the
update and the knowledge of basic concepts and clinicals related with new
antimicrobials agents more effective and less toxic are very important to
assist your management and alternatives by health care professionals.

Infrodugado

Conceituam-se  antibidticos sendo
compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias.
Classificados como bactericidas, quando causam
a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando
promovem a inibicdo do crescimento microbiano,
esses produtos sintéticos tém sofrido com o aumento
resisténcia dos antigenos a sua tecnologia molecular
[1].

A resisténcia microbiana pode ser considerada
um fenémeno ecoldgico que ocorre como resposta
da bactéria frente ao amplo uso de antibioticos e sua
presenca no meio ambiente. As bactérias multiplicam-
se rapidamente, sofrem mutagdo e sdo promiscuas,
podendo trocar material genético entre linhagens
de mesma espécie ou de espécies diferentes. Sao
considerados micro-organismos de alta capacidade
de adaptacao a diversos fatores, como a exposi¢do a
agentes quimicos potentes [2].

Fundamentalmente a resisténcia é

como

verificada
como a maneira pela qual o microrganismo reduz ou
extingue o efeito dos medicamentos antimicrobianos.
O processo de resisténcia bacteriana pode ser
classificado em resisténcia intrinseca ou adquirida.
Verifica-se que na primeira, cada espécie de bactéria
apresenta um mecanismo que a faz resistente
a alguns medicamentos antimicrobianos. Ja no
caso da resisténcia adquirida, sdo observados dois
mecanismos diferentes: Em um mecanismo acontece
a mutacdo, isto é, a troca de sequéncia das bases
cromossOmicas. Ja no segundo mecanismo ocorre a
troca de material genético extra cromossomico entre
bactérias, o que permite o alcance de resisténcia a uma
determinada classe de antibidticos sem que haja um
contato precedente com o mesmo [3]. Responsavel
por provocar prejuizos a saide e também economicos,
a resisténcia aos antimicrobianos tem sua origem
em fatores, como: erros de prescri¢do; pressio da

indudstria farmacéutica; uso dos antimicrobianos
como medicamento para tratar sintomas ou repeti¢ao
automatica de receitas [4].

A resisténcia aos antimicrobianos sintéticos
representa grande desafio no tratamento das
infecgoes que acometem o aparato tegumentar. O
uso indiscriminado e irregular de antibidticos faz
com que as bactérias se adaptem e se multipliquem,
aumentando o
antimicrobianos [5].

As infecgOes bacterianas primdrias da pele

problema da resisténcia aos

acometem cerca de 7% da populagdo, mas sua
ocorréncia pode variar de acordo com diversos
fatores. Sabe-se que o verdo predispoe as infec¢oes
cutaneas, por facilitar a instalagdo do calor e umidade,
necessarios a proliferagio dos microrganismos. Com
relacdo a etiopatogenia sdo causadas principalmente
por bactérias piogénicas dos géneros Staphylococcus e
Streptococcus [6].

O aumento de micoses invasivas e o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia de
algumas espécies de fungos, frente as drogas utilizadas
na terapia, tém sido preocupante, uma vez que o
tratamento antifungico, geralmente é agressivo, toxico
e pode ser ineficiente [7]. O flucozanol permanece
ainda, como um importante agente para tratamento
de Candida spp. e outras leveduras, embora a detec¢ao
da resisténcia fingica a esses agentes seja dificil,
tanto o aumento de infec¢des fungicas por isolados
resistentes, tanto por alteracao nos pontos de corte
de alguns isolados a agentes ja conhecidos, tém sido
relatados em pacientes com exposicao a terapias de
longo prazo (8, 9].

As dermatomicoses, enquadradas como micoses
superficiais ou cutineas, dependendo da classificacido
adotada, representam as infec¢des fungicas mais
difundidas entre os humanos, sendo uma causa
importante de morbidade. Apesar de raramente
apresentarem risco de morte para os pacientes, podem
acarretar efeitos debilitantes, afetando a sua qualidade
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de vida por tempo limitado [10]. Essas lesdes cutaneas
sdo consideradas de dificil tratamento, que deve
ser realizado por longos periodos e sustentado por
um programa educativo, o que requer por parte do
paciente, persisténcia. O sucesso terapéutico depende
da adesdo ao tratamento e representa um desafio,
pois as recidivas sdo frequentes e principalmente
sdo devidas a ma utilizacdo ou descontinuidade do
farmaco. O cumprimento do tratamento é um processo
multifatorial que se estrutura em uma parceria entre
quem cuida e quem é cuidado. Portanto, o vinculo
entre profissional e paciente ¢ fator estruturante e de
consolida¢ao do processo [11].

Trabalhos tém divulgado as propriedades
biolégicas da propolis, tais como: as atividades
antimicrobianas, antifﬁngicas, antiprotozodrias,

antioxidante e antiviral. Tem sido sugerido que a
atividade antibacteriana da prdpolis possa estar
associada ao alto conteudo de substancias do tipo
flavondides que podem ter suas concentrac¢des
variadas de acordo com a sazonalidade. Existe uma
crescente preocupagdo do consumidor em fazer o uso
de produtos menos agressivos de origem natural ou o
mais proximo possivel de produtos naturais [12].
Atualmente, questiona-se a a¢do da propolis
na regeneragdo e na granulagido dos tecidos. Nesta
sugerida como produto
que favorece a cicatrizagao, além de sua propriedade
antibidtica natural desprovida de efeitos colaterais,

7

perspectiva, a propolis é

0 que nao acontece com 0s antibidticos sintéticos,
apresentando também baixo custo em relagdo as
coberturas utilizado atualmente, tornando-se acessivel
a popula¢ao [13]. Uma alternativa favoravel para este
problema seria a utilizacao de produtos naturais, que
se apresentam como fontes de agentes terapéuticos
inovadores para diversas condig¢des, incluindo as
doengas infecciosas [14].

A propolis ¢ um dos muitos produtos naturais que
vem sendo utilizado durante séculos pela humanidade
[15]. Os egipcios propriedades
anti-putrefativas da propolis e empregavam para

conheciam as

embalsamar caddveres. Além disso, foi reconhecida
por suas propriedades medicinais por médicos gregos
e romanos como Aristételes, Dioscorides, Plinio e
Galeno [16] e o uso de extratos a base de préopolis na
medicina popular data de 300 a.C. [17].

O efeito da propolis para determinados géneros de
bactérias tem se revelado altamente inibitério como,
por exemplo, Staphylococcus aureus, Streptococcus

faecalis. Esta é parcialmente efetiva ou inativa em
relacdo a grupos gram-negativos como Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa [18].

A prépolis é umaimportante alternativa terapéutica
do ponto de vista econdmico e eficacia farmacoldgica
por ser de facil obten¢ao e por apresentar inumeras
propriedades farmacéuticas [19, 20]. Entre outras,
esta comprovada a a¢ao antimicrobiana frente a varios
agentes etioldgicos, por exemplo, bactérias gram
positivas como Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus e gram negativas Escherichia coli [21] e
leveduras, sobretudo Candida albicans [22] agente
patogénico bastante presente em lesdes cutdneas a
serem tratadas dos profissionais de Podologia.

A composi¢cdo quimica é bastante complexa e
variada, estando intimamente relacionada com a
ecologia da flora de cada regiao visitada pelas abelhas
[21] e com o periodo de coleta da resina [23]. Além
disso, a variabilidade genética das abelhas rainhas
também influencia na composi¢do quimica. Deste
modo, um nuimero significativo de trabalhos com a
quimica da prépolis foi publicado para entender que
sua composi¢ao varia grandemente e depende da flora
local e da regido de coleta [24].

Alguns componentes presentes
todas as amostras de prdpolis, enquanto outros
ocorrem somente em propolis

estao em
derivadas de
espécies particulares de plantas [25], a composicao
quimica da prépolis inclui flavondides (como a
galangina, quercetina, pinocembrina e kaempferol),
4dcidos aromdticos e ésteres, aldeidos e cetonas,
terpendides e fenilpropandides (como os dacidos
caféico e clorogénico), esterdides, aminodcidos,
polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e
varios outros compostos em pequenas quantidades
[25, 26]. Ha também na sua constituicdo elementos
inorganicos como o cobre, manganés, ferro, célcio,
aluminio, vanadio e silicio. De todos esses grupos de
compostos, certamente o que vem chamando mais
atengdo dos pesquisadores é o dos flavonoides [27]. As
atividades antibacteriana e antiftingica da prépolis tém
sido as propriedades biologicas mais extensivamente
estudadas [28]. Sao atribuidas principalmente a
flavonona pinocembrina, ao flavonol galangina e ao
éster feniletil do acido caféico, com um mecanismo
de acao baseado provavelmente na inibicdo do RNA-
polimerase bacteriano [29]. Outros componentes
como os flavonoides, o 4cido caféico, dcido benzdico,
acido cinamico, provavelmente agem na membrana
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ou parede celular do microrganismo, causando
danos funcionais e estruturais [18]. O presente
estudo buscou avaliar o potencial de inativacdo da
propolis verde e vermelha, os quais apresentaram
possibilidades inibitorias para o crescimento de cepas
de leveduras C.albicans e bactérias S. auereus e S.
epidermidis testadas, apresentando halos de inibi¢cao
do crescimento microbiano.

Material e Método

Para a pesquisa da atividade antifingica in vitro
dos extratos selecionados ocorreu através de triagem
das amostras obtidas de fornecedores de industrias
cosméticas baseada em histérico de produgdo e
utilizacdo dos mesmos. A concentracio dos extratos
alcoodlicos de propolis obtidos foi de 11% e 30% p/v
para propolis verde e vermelha, respectivamente.
Como controle positivo bacteriano foi utilizado o
antimicrobiano tetraciclina, que apresenta amplo
espectro de a¢do e controle positivo antifungico o
medicamento fluconazol.

As cepas selecionadas foram: Levedura
Candida albicans (ATCC 10231) e as bacterianas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228), Echerichia coli (ATCC
43895) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
foram obtidas no laboratério de Microbiologia da
Universidade de Brasilia, em que a escolha das cepas
foi baseada nas anélises microbioldgicas que produtos
medicamentosos e/ou  cosméticos  necessitam
para cumprir requisitos de controle de qualidade
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

O teste
antimicrobiana foi realizado pelo método de disco

para determinacdo da atividade
difusdo, com o uso do extrato alcoodlico de propolis
verde e vermelha. Em capela de fluxo laminar foi
realizado a inoculagio da suspensao bacteriana
nas placas por espelhamento sobre o Agar Mueller-
Hinton. E semeio da cepa fingica em placas de Petri
contendo Agar Saboraud Dextrose. Os respectivos
antigenos foram semeados com auxilio de Swab
descartavel através da técnica de estriamento por
esgotamento.

Em seguida, iniciou-se a difusdo dos discos tal
como descrito por Kirby e Bauer (1996) [30], em

que os discos estéreis (5mm de didmetro) foram
mergulhados nas amostras extrato de propolis,
assepticamente durante um minuto; para o controle
positivo foram utilizados discos de tetraciclina.
Foram preparadas trés placas (uma para cada
cepa bacteriana) contendo dois discos: o controle
negativo (agua) e o positivo (tetraciclina). As placas
foram deixadas a temperatura ambiente durante 15
minutos e, em seguida, incubadas a 36°C durante 18
a 24 horas. O antibiograma foi realizado em triplicata
com cada estirpe bacteriana. Com relacdo a cepa
fungica o0 mesmo método de verificagdo de atividade
antimicrobiana foi utilizado, tendo como adaptagdes
o controle positivo, em que os discos estéreis (5mm
de didmetro) foram mergulhados em solugdo de
fluconazol injetavel, assepticamente durante um
minuto, as placas foram deixadas em temperatura
ambiente por sete dias para verificagdo posterior das
zonas de inibi¢ao.

O halo de inibicdo foi considerado a drea sem
crescimento detectavel a olho nu. No caso de
crescimento discreto de colonias dentro de um halo
de inibicao evidente, o teste devera ser repetido
com uma cultura ou subcultura pura de uma tnica
colonia, isolada da placa de cultura primaria. Se
pequenas colonias continuarem a crescer no halo
de inibicdo, o halo de inibigdo livre de coldnias
deve ser medido. Medir a margem mais aparente
para determinar o didmetro do halo de inibi¢do. Os
dados coletados sobre os valores dos halos foram
inseridos no programa Microsoft Office Excel 2007
para a construcao de tabela de comparacao de valores
de média (com desvio padrdo) entre o extrato e o
antimicrobiano, para determinar qual destes foi o
mais efetivo na inibi¢do do crescimento das bactérias
e fungo avaliados.

Resultados

Verificou-se por meio do teste de prova de disco
difusdo a formagdo de halos de inibi¢do nas placas
com tetraciclina, as placas com fluconazol nao
tiveram a formagdo de zona de inibi¢ao. As amostras
de propolis obtiveram inibicao apenas em S. aureus
e S. epidermidis. Nas placas semeadas com a cepa
C. albicans apenas a propolis vermelha apresentou
inibi¢ao. As médias dos halos obtidos sdo expostos na
tabela 01.
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Tabela 1. Halos de inibi¢do dos extratos alcodlicos de propolis ante os microrganismos testados.

Extrato Propolis | Extrato Propolis Controle Controle
Microrganismo verde vermelha Tetraciclina Fluconazol
n c T c n c n c
Staphylococcus aureus 13,2 +0,57 15,1 +1,20 29,8 +0,47
Staphylococcus epidrmidis 10,7 +0,73 13,1 +1,01 20,8 | £1,20
Pseudomonas aeruginosa 0 o 7,93 +0,34
Echerichia coli 0 %) 23.7 +0,23
Candida albicans 1) 2.69 0,57 1) |

Tabela 1. Média (pu) e desvio padrao (6) em milimetros (mm) do diametro da zona de inibigdo formada
pelo controle positivo ante as cepas bacterianas (tetraciclina) e cepa da levedura (Fluconazol), extrato alcodlico
de propolis verde e extrato alcodlico de prépolis vermelha ante os estipes microbianos testados. (e) Nao houve

inibicao.

Para o processo de inativagdo os discos foram
impregnados com a prépolis verde 11% p/v e vermelha
30% p/v e em seguida submetidos a temperatura de
37°C por 24h em estufa bacterioldgica. Foi observada
a formagdo de zona de inibi¢do evidente ante a cepa
Staphylococcus aureus com A média do halo de
inibi¢ao da propolis verde foi de 13,2 + 0,57mm e da
propolis vermelha foi de 15,1 + 1,20mm, demonstrado
na figura 1.

P. Vermelha

Figura 1. Halo de inibi¢ao para a bactéria S.
aureus submetida ao processo de inativa¢ao de discos
impregnados com propolis vermelha e prépolis

verde.

Com relagio a bactéria S. epidermidis houve
inibicao crescimento com formacdo de zona inibitdria

P. Vermelha

com média de 10,7mm e 13,Imm respectivamente
para os extratos de propolis verde e vermelha, figura 2.

Figura 2. Aspectos morfoldgicos de S. epidermidis
submetida ao processo de inativagdo de discos
impregnados com propolis vermelho e prépolis verde.

Para a levedura Candida albicans (figura 3) foi
possivel verificar apenas formacao de zona de inibi¢ao
com média de 2, 69 £+ 0,57mm no extrato de propolis
vermelha e auséncia de halo de inibi¢ao para o extrato
alcodlico de propolis verde.
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Figura 3: Aspectos morfologicos de C. albicans,
com inibi¢ao apenas no disco impregnado com
propolis vermelha e auséncia de formagao de halo de
inibi¢do com propolis verde.

Para as cepas: P. aeruginosa e E. coli nao foi possivel
verificar a presenga de halos de inibi¢do, o que indica
a auséncia de atividade antimicrobiana, Figuras 4A
e 4B.

Figuras 4A e 4B: Auséncia de zona de inibi¢do ante
a duas cepas bacterianas testadas. A Fig. 4A mostra
a auséncia de formacgdo de halo de inibi¢do com
discos impregnados com propolis vermelha (disco a
esquerda) e verde (disco a direita) para a bactéria P
aeruginosa, o mesmo sendo observado na Fig. 4B para
acepa E. coli.

O medicamento fluconazol na concentragao de
200mg nao proporcionou a formagao dos halos de
inibi¢ao ante a levedura do género Candida.

Discussdo / Conclusdo

Pesquisas  desenvolvidas com  alternativas
farmacoterapicas, como o uso de extratos do material
resinoso, constituem um extenso campo de estudo
e contribuem significativamente para o avango e
ampliacao das atividades medicinais tradicionais e
ao mesmo tempo para o desenvolvimento de novas
possibilidades terapéuticas, além da medicamentosa
como fluconazol e tetraciclina, na Podologia. O uso
de produtos naturais no combate a infeccdes é uma
alternativa bastante trabalhada [31], pois se observa
ao longo das ultimas décadas que estudos reportaram
aumento na incidéncia de infec¢bes invasivas
causadas por espécies emergentes do género Candida
[32]. Devido as mudancas nos padrdes de doencas
infecciosas e ao aparecimento de cepas de bactérias
resistentes aos antibidticos utilizados, ha uma grande
necessidade de encontrar novas abordagens para o
tratamento as infeccoes cutaneas [33].

Este estudo permitiu verificar que além do
medicamento tetraciclina,
da propolis promoveram atividade inibitéria frente
as cepas testadas. Esse resultado indica que as
caracteristicas do farmaco e do extrato levam a morte
do microrganismo.

A eficacia antimicrobiana
dos extratos de propolis, quando
testados frente a bactérias gram

os extratos alcodlicos

positivas e gram  negativas
¢ diferente. Podendo estas
acdes  estarem  relacionadas

principalmente a sua composigdo
quimica, como os acidos fenoélicos
e flavondides. E possivel que os
compostos fendlicos ativem ou
aumentem a atividade da lisozima
sérica, a qual desestabiliza a
parede celular bacteriana. Estas agdes podem variar
devido a sensibilidade de cada grupo de bactéria. O
uso dos extratos de propolis como uma alternativa
terapéutica na drea de Podologia podera impulsionar
a melhoria da saidde humana, uma vez que drogas
antimicrobianas sintéticas, que ainda sdo largamente
utilizadas, tém levado a resisténcia antimicrobiana e
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poderiam ser substituidas pela propolis. Neste sentido,
¢ de fundamental importincia o estudo da atividade
antimicrobiana das diferentes propolis brasileiras,
visto que, somente através de estudos detalhados
sera possivel chegar a uma certificagdo da propolis.
Porém, mesmo com origens nas mais variadas floras,
serd possivel identificar os compostos quimicos que
promovam as melhores agoes farmacoldgicas.

O presente trabalho permitiu verificar a atividade
antimicrobiana da propolis verde e vermelha
por técnica de disco-difusdo. Em comparagio
aos controles, constitui uma alternativa a terapia
farmacoldgica. A dificuldade de tratamento de lesdes
cutaneas esta atrelada ao uso indiscriminado de
farmacos e a questdo da resisténcia microbiana aos
medicamentos atualmente disponiveis. Os resultados
alcangados nessa pesquisa incentivam e sugerem que
novos estudos que visem alternativas de tratamento
devem ser realizados, afim de se ter disponivel
tratamentos que sejam eficazes, eficientes e efetivos
quando comparado a terapéutica tradicional.

Assim, sugere-se que,em futuros ensaios, utilizando
a propolis verde e vermelha sejam testadas para
determinacido da concentracio inibitéria minima da
substancia. Associado a isso, deve-se testar se o extrato
alcodlico do material resinoso obtido, manifesta os
mesmos resultados que amostras comerciais. Grande
parte dos estudos académicos relacionados ao tema
verificaram atividades terapéuticas, portanto, se
recomenda o desenvolvimento de estudos in vivo
para confirmagdo da agdo inibitéria frente a fungos
e bactérias e as possiveis respostas bioldgicas no
organismo humano e mais uma possiblidade de uso e
tratamento para afecgdes podais.
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