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Resumo:

A propolis € um composto natural produzido por abelhas e que possui diversas
propriedades farmacoldgicas, como antimicrobiana e anti-inflamatdria, pode apresentar
variagdes de cores e composi¢do de acordo com a regido de coleta. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito bactericida do extrato da propolis vermelha do Estado de
Alagoas frente a cepa bacteriana Enterococcus faecalis — ATCC 29212. Foram realizadas
dilui¢des do extrato bruto da propolis em alcool de cereais 70%, as dilui¢des utilizadas
foram 5%, 10%, 15% e 100%, para o controle positivo foi utilizado discos
antibiogramas, no controle negativo utilizou-se alcool de cereal 70%, a cepa bacteriana
foi semeada em placas contendo adgar Mueller Hinton e os resultados foram obtidos
através da medicao dos halos de inibi¢ao apds 24h na estufa bacteriologica a 37°C. Os
resultados demonstraram efeito bactericida nas diferentes dilui¢des, sendo os melhores
na de 5% e 10%. Concluindo que o extrato da propolis vermelha alagoana possui efeito
bactericida frente a cepa bacteriana E. faecalis.

Palavras-chave: Antimicrobiana; resisténcia bacteriana; antibiotico.
Introducio:

A propolis € um produto natural, utilizado pela humanidade ha centenas
de anos (Vargas et al., 2004). E produzida a partir de resinas, exsudatos e tecidos
vegetais aos quais as abelhas acrescentam cera, secregdes salivares e polen. Em
funcdo de sua expressiva atividade biologica, tem sido utilizada para fins

terapéuticos em humanos e animais (BARRETO, 2020).

A propolis ¢ comumente empregada pelas abelhas como material de
constru¢do e selador (LOTFY, 2006). Mantendo a homeostase, reduzindo as

vibragoes, mantendo o fluxo de ar, defendendo a colonia contra invasores e
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evitando a putrefagio (SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2010). E constituido por
granulos de varios tamanhos e tonalidades de cor (amarelo, vermelho e marrom

escuro) dependendo de sua origem botanica, enquanto seu cheiro ¢ fortemente

aromatico (NAGAI et al., 2003).

Os recursos vegetais, a origem geografica, a estagao coletora, as espécies
de abelhas e os solventes utilizados na extracdo influenciam na constitui¢ao
quimica, fisica, bioldgica e a atividade farmacoldgica da propolis (PEREIRA;
SEIXAS; NETO, 2002). Algumas caracteristicas importantes foram relatadas
sobre este produto, como efeitos antimicrobianos e antioxidantes, propriedades

anestésicas e outros (MELLO; HUBINGER, 2012).

Diversas substancias tém sido pesquisadas na intencdo de preencher os
requisitos de uma solugdo antimicrobiana ideal (Kasote et al., 2022). O
surgimento de resisténcia antimicrobiana ¢ inevitavel para quase todos os novos
medicamentos, ¢ ¢ reconhecido como um grande problema no tratamento de
infeccdes microbianas em hospitais e comunidades (KAPOOR; SAIGAL;
ELONGAVAN, 2017).

De acordo com Kayaoglu e Orstavik (2004), as cepas bacterianas
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium podem originar doengas como
infeccdes urinarias e endocardite. A Enterococcus faecalis, um anaerobio
facultativo, se destaca por sua resisténcia ao tratamento endodontico, capaz de
crescer em pH alcalino, sobrevivendo em pH na faixa de 2 a 10, sendo um dos
principais microrganismos envolvidos neste processo infeccioso (EVANS et al.,

2002).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo avaliar a agdo
bactericida in vitro do extrato da propolis vermelha do Estado de Alagoas frente a
cepa bacteriana Enterococcus faecalis — ATCC 29212, por meio da leitura dos

halos de inibigao.
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Metodologia:

Trata-se de uma pesquisa experimental in vitro realizada por meio de
analises microbiolédgicas utilizando o extrato da propolis vermelha produzida por
abelhas Apis melifera, coletada em um apidrio localizado na cidade de Porto de
Pedras do Estado de Alagoas, onde foi testado frente diversas cepas bacterianas
de importancia médica, as analises foram realizadas no Polo Tecnoldgico
Agroalimentar de Arapiraca-AL no Laboratorio de Microbiologia Clinica e

Experimental.

O extrato foi diluido e utilizado nas seguintes porcentagens: 5%, 10%,
15% e 100%, para obter estas diluicdes primeiro foi feita uma solucdo mae,
diluindo 1g de extrato bruto para cada Sml de alcool de cereais 70%, para a
solug¢do 5% foi pipetado 250ul da solugdo mae, mais 750ul de alcool 70%:; para
solugdo 10%, 500ul de solugdo mae, mais 500ul de alcool 70%, para 15%, 750ul
de solugcdo mae, mais 250ul de alcool 70% e para a solugdo 100% utilizou-se a

solugdo mae.

A bactéria foi semeada nas placas em triplicata. Com a alga de platina
foram coletadas colonias de uma placa de Petri ja cultivada e diluida em um tubo
de ensaio contendo 1 ml de solu¢do salina; foi utilizado um agitador para melhor
homogeneizar até atingir 0,5 de turbidez da escala de McFarland. Para semear,
utilizou-se swabs estéreis, introduzindo na suspensdo bacteriana preparada,

semeando na placa de Petri de forma uniforme e em cinco sentidos diferentes.

Para o controle positivo foram utilizados discos antibiogramas (CIP/05,
GEN/10 e CFZ/30), para o controle negativo utilizou-se 20 uL de alcool de
cereal 70% em discos de papel filtro, a cepa bacteriana utilizada foi Enterococcus
faecalis - ATCC 29 212, proveniente do Programa Nacional de Controle de
Qualidade (PNCQ), para avaliar a vulnerabilidade da E. faecalis aos controles e
extrato foi utilizada a técnica de Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA),

foram depositados 20 pL de cada dilui¢do em discos de papel filtro de 6 mm de
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didmetro, que foram posicionados com auxilio de uma pinga nas placas de Petri

contendo 4gar Mueller Hinton e semeadas com E. faecalis.

Os resultados foram obtidos através da leitura dos halos de inibigdo
formados pelo desenvolvimento das colonias bacterianas apos o periodo de
incubagdo, onde ficaram 24 horas a 37°C em estufa bacteriologica. O estudo faz
parte da pesquisa realizada durante o periodo de participagdo no Programa
Institucional de Bolsas de Iniciagdio em Desenvolvimento Tecnoldgico e
Inovagao (PIBITI) 2021-2022, da Universidade Estadual de Alagoas (UNEAL)
fomentado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas

(FAPEAL).

Resultados e Discussao:

Os halos foram analisados com o auxilio de um halémetro, sendo 12
halos das dilui¢des do extrato da propolis, mais 6 do controle negativo e controle
positivo, como pode ser observado na Tabela 1; as diferentes diluigdes do extrato
obtiveram variagdes entre 14 a 20 mm, os dos antibidticos (CP) variaram entre 14
a 30 mm, o CN néao formou halo.

Tabela 1. Diametros dos halos formados por cada diluicdo do extrato e os halos
formados pelos controles positivo e negativo, frente a Enterococcus faecalis.

Repeticoes 1 2 3
. CN 0 mm 0 mm 0 mm
Tipos de controles

CP CIP/05 GEN/10 CFZ/30

30 mm 16 mm 14 mm

5% 18 mm 20 mm 14 mm

5 10% 20 mm 16 mm 14 mm
Concentragoes 15% 16 mm 14 mm 14 mm
100% 14 mm 14 mm 14 mm

Legenda: Controle negativo (CN), Controle Positivo (CP), Ciprofloxacina (CIP/05),
Gentamicina (GEN/10) e Cefazolina (CFZ/30).
Fonte: Autores, 2023.

Entre os diametros dos halos de inibi¢do bacteriana, o antibiotico CIP/05

foi o com maior didmetro, j& o GEN/10 e CFZ/30 formaram halos menores ou
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iguais aos de alguns resultados dos extratos, como o de diluicdo 5%, que obteve
halos de 18 ¢ 20 mm ou a dilui¢cdo 10%, com halos de 20 ¢ 16 mm, maiores ou
iguais que o dos antibidticos convencionais frente a uma bactéria considerada de

importancia médica devido a fatores como a resisténcia.

De acordo com Paganelli, Willems e Leavis (2012), E. faecalis ¢
responsdvel por varias infecgcdes nosocomiais, como meningite, bacteremia,
infec¢des neonatais, infecgdes de feridas e infecgdes do trato urinario, além de
esta associada a infecgdes de biofilme. Com o uso generalizado de antibioticos
aE. faecalis como uma bactéria patogénica emergiu gradualmente com
resisténcia a antibidticos, essas capacidades adaptativas estdo intimamente

relacionadas com a formacao do biofilme.

E. faecalis ¢ uma bactéria anaerdbia facultativa Gram positiva
frequentemente isolada em canais radiculares infectados (SILVA et al., 2010).
Dispde de mecanismos de resisténcia a agentes quimicos, incluindo antibioticos
(NACIF; ALVES, 2011). Possui facilidade na transferéncia de genes que
codificam a producdo de fatores de viruléncia: gelatinases, citolisinas, proteinas
de superficie de FEnterococcus, como também substincia de agregacao de
Enterococcus, que podem estar relacionados a persisténcia destes

microrganismos (MURRAY, 1998).

A atividade antimicrobiana de produtos naturais atrai cada vez mais
aten¢do, assim como também desperta a busca por tais recursos devido a
preocupante e crescente resisténcia bacteriana aos antibioticos (SOUSA et al.,
2019). A propolis € um dos antibidticos naturais que se destaca por apresentar um
conjunto de substancias benéficas em sua composi¢do. Tal como flavonoides, os
provaveis responsaveis por sua agdo terapéutica, a propolis também possui um
baixo custo, podendo ser de facil acesso para populagao (LUPION; CAMACHO;
NEGRI, 2013).

Diversos estudos semelhantes mostram bons resultados de extratos

alcodlicos de diferentes tipos de propolis frente a cepas bacterianas
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gram-positivas e gram-negativas, como o estudo de Gomes et al. (2016), onde foi
utilizado o extrato da propolis marrom frente a diversas cepas bacterianas como

Staphylococcus spp e Klebsiella spp.

Os resultados demonstram que a solugdo de propolis, seja em
concentracdes altas ou baixas, pode ter acdo comparada ao do controle positivo,
como ao proprio hipoclorito de sédio (SIQUEIRA et al., 2014). Esta atividade ¢
atribuida principalmente a flavonoid pinocembrina, flavonoide galangina e ao
éster feniletil do 4cido caf€ico, tendo um mecanismo de a¢do baseado

provavelmente na inibicdo do RNA-polimerase bacteriano (Uzel et al., 2005).

Neste estudo, o extrato demonstrou ter acao antibacteriana nas diferentes
dilui¢des que foram testadas, apesar de que as variagdes nos tamanhos dos halos
por diluigdes também desperta a atengdo, ainda assim, os resultados evidenciam a
sua atividade bactericida frente a cepa Enterococcus faecalis, bactéria de
importancia médica responsavel por infeccdes em humanos, onde os menores

halos foram de 14 mm o que também foi encontrado no controle positivo

CFZ/30.

Conclusoes:

O objetivo geral do estudo foi a realizacdo de analises microbioldgicas
utilizando a propolis vermelha do Estado de Alagoas frente diversas cepas
bacterianas de importancia médica, onde neste trabalho foi relatado o efeito
bactericida frente a E. faecalis. Com base nos resultados obtidos, pode-se confirmar
a acdo bactericida do extrato da prépolis vermelha do Estado de Alagoas frente a
cepa utilizada. Porém, nos resultados obtidos também foi observado variagdes
consideraveis por dilui¢cdes, sendo necessario buscar resultados mais uniformes,
através de metodologias diferentes do preparo do extrato ou realizar estudos com
outras cepas bacterianas. Ainda assim, foram obtidos bons resultados frente a uma

importante bactéria, o que sugere um possivel recurso antibacteriano em analise.
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