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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos é um sério problema do ponto de vista clinico
e de saude publica. Independente da origem da resisténcia, o fato € que o nimero de
Nnovos microrganismos resistentes em animais e humanos cresce mais rapido do que o
desenvolvimento de novas drogas. Portanto, a busca de terapias alternativas é
imperativa. O objetivo deste trabalho foi avaliar a concentracdo bactericida minima
(CBM) do extrato de propolis, substancia natural elaborada pelas abelhas a partir de
resinas de broto, exsudatos e outras partes do tecido vegetal, conhecida pelas suas
propriedades antimicrobianas e curativas, frente a 24 isolados de Staphylococcus
coagulase positiva de otite canina. A CBM, do extrato de prépolis, frente aos isolados
microbianos, foi determinada utilizando-se a técnica de microdiluicdo em caldo. A CBM
média foi de 23,2 mg mL™, variando de 10,7 & 42,8 mg.mL™, sendo esta determinada
como a menor concentracdo do extrato alcoodlico de propolis em estudo, capaz de inibir
0 crescimento bacteriano, estas concentracfes testadas demonstram atividade
antimicrobiana para Staphylococcus coagulase positiva. O presente estudo demonstrou
o potencial antimicrobiano do extrato de prépolis testado contra esse agente, em niveis
compativeis aos aceitaveis em testes e também em preparacbes de pomadas
medicamentosas no controle de infecgdes.

Palavras-chave: Propolis, Resisténcia, Terapia alternativa.
ABSTRACT

Antimicrobial resistance is real serious problem on the clinical view and public
health. Independent of the resistance source, the fact is that the number of new
resistant microorganism on animals and human increase faster than the development of
new drugs. Therefore, the search of alternative therapy is imperative. The objective of
this study was evaluate the minimal bactericide concentration (CBM) of the propolis
extract, natural substance elaborated by bees from bud resin, exudates and others
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vegetal parts, well know from her antimicrobial and curative properties, front of 24 of
Staphylococcus coagulase positive isolates of canine otitis. The (CBM), of the propolis
extract, front of the microbial isolates, was determinate using microbroth dilution
method. The CBM medial was 23.2mg mL* with variation of 10.7 to 42.8 mg mL™, being
it determinate as the lower propolis alcoholic extract concentration on study, able to
avoid bacterial grow, those concentrations tesed demonstrated antimicrobial activity for
Staphylococcus coagulase positive. These present study demonstrate the antimicrobial
potential of propolis extract tested against this agent and also on levels compatible to
those acceptable for testing and for the preparation of medicinal ointment on infections
control.

Key-Words: Propolis, Resistant, Alternative therapy.
INTRODUCAO

A perspectiva do uso de antimicrobianos no futuro é incerta, devido ao grande
aumento da resisténcia microbiana. A origem da resistncia pode ser genética ou nao
e, independente de qual seja a forma de maior importancia neste processo, o fato é
que o numero de novos microrganismos resistentes em animais e humanos cresce
mais rapido do que o desenvolvimento de novas drogas. O emprego indiscriminado e
prolongado destas substancias quimicas sintéticas determina a sele¢do de
microrganismos patogénicos mutantes resistentes, tornando o uso de compostos de
origem natural uma opcéao eficaz e econdmica (BANKOVA et al., 2005). Assim, terapias
alternativas que minimizem além da resisténcia microbiana, os efeitos colaterais destes
medicamentos, estdo sendo usados com grande intensidade na medicina humana, e
também vem ganhando espac¢o na medicina veterinaria.

A prépolis é elaborada pelas abelhas a partir de resinas de broto, exsudatos e
outras partes do tecido vegetal. Os insetos misturam ainda suas enzimas salivares,
cera, polen e materiais inorganicos para a confec¢éo final deste produto (KUSUMOTO
et al., 2001), entretanto, ainda que esse efeito tenha sido relatado, deve—se considerar
em sua composicdo, a fonte botanica que lhe deu origem e conseqientemente seus
efeitos terapéuticos (RAMALHO et al., 2007). Sua composi¢cdo quimica depende da
localizacdo geogréafica e dos tipos de plantas das quais as abelhas se alimentam. A
propolis € um composto extensivamente estudado, devido a suas caracteristicas
farmacoldgicas, destacando-se sua atividade antimicrobiana, antifiUngica, antivirica,
anticancerigena, antiinflamatoria, antioxidante, dentre outras (BANKOVA et al., 2005).

InUmeras doencas que se relacionam a infecgcdo bacteriana tém apresentado
elevado grau de resisténcia aos antimicrobianos, sendo assim candidatas a terapias
alternativas. Dentre essas enfermidades as otites caninas recebem destaque pela sua
alta prevaléncia, sendo responsaveis por até 42% (RAMALHO et al., 2007) da
casuistica de infecgbes em caninos. A otite é considerada uma doenca multifatorial,
relacionada a fatores predisponentes, com o envolvimento de bactérias e fungos. Ha
uma alta resisténcia aos antimicrobianos mais comumente utilizados no tratamento dos
agentes envolvidos nessa infeccdo, causada principalmente pelo uso abusivo e
incorreto de antimicrobianos gerando taxas, cada vez maiores, de microrganismos



resistentes, dificultando, consideravelmente, a resolu¢do do quadro clinico (LYSKOVA,
2007). Estudos revelaram que 33% dos caes rotineiramente atendidos nas clinicas com
otites, possuem uma infeccdo mista por Staphylococcus intermedius e Malassezia
pachydermatis, sendo que 25% possuem apenas um dos agentes (RAMALHO et al.,
2007). Ambos pertencem a microflora da regido auricular, porém tornam-se
patogénicos quando alguns fatores predispdem a multiplicacdo acelerada dos mesmos.
Visualizando o potencial terapéutico do extrato de propolis frente as otites caninas, este
trabalho objetiva avaliar a atividade antimicrobiana “in vitro” do extrato de propolis para
Staphylococcus spp. de otite canina, visando determinar a concentragdo bactericida
minima.

MATERIAIS E METODOS

A propolis utilizada neste trabalho é oriunda da regido de Santa Maria, Rio
Grande do Sul. O extrato foi produzido conforme INSTRUCAO NORMATIVA N° 3, de
19/01/2001 do Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal, do Ministério
da Agricultura (maceracéo a frio de 300g de propolis bruta em 700mL de etanol 70%).
A preparagéao foi entdo, estocada em temperatura ambiente e protegida da luz por um
periodo de 45 dias, apds o qual, extraiu-se o sobrenadante, com o auxilio de um siféao,
e este foi mantido em frasco &mbar nas mesmas condicdes.

Foram utilizados 24 isolados de Staphylococcus coagulase positiva,
provenientes de casos clinicos de otite, previamente identificados. Para obtencdo de
indculos, os isolados bacterianos foram cultivados em agar sangue e incubados a 35°C
por 24 horas. Para avaliacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foram
testadas concentragdes de 42,8 mg mL? & 0,33 mg mL! do extrato de prépolis. O
indculo microbiano consistiu em uma suspensao bacteriana em solugédo salina, com
concentracao celular ajustada pela turvacéo através de leitura da densidade Optica de
0,40 a 0,45 nm, em espectrofotdmetro a 600nm, para obtencédo de um desafio de 10°
UFCmL™. Na determinacdo da CBM foi empregado o protocolo M7-A4 (National
Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS, 1997). Este consistiu na
distribuicdo de 200uL das diferentes concentragdes do extrato, 200uL de caldo Mduller
Hinton (MH) e 10uL da turvacdo de cada microrganismo em poc¢os de placa de
microtitulagdo. Como controle do veiculo utilizado na preparacdo do extrato de prépolis,
foi avaliado o crescimento do microrganismo em alcool 70% diluido a 3% em caldo MH.
O controle positivo da viabilidade do indculo foi demonstrado com o uso do caldo MH,
sem o extrato, e como controle dos reagentes negativos foi usado o extrato de prépolis
a 42,8mg mL™. Os ensaios foram realizados em triplicata. Apds incubacéo a 35°C por
24 horas, 10uL da mistura de cada poco da microplaca foi semeado em agar Mieller-
Hinton Posteriormente, as placas foram novamente incubadas por periodos de 24 e 48
horas objetivando a avaliacdo da CBM, sendo esta definida como a menor
concentracao do extrato alcodlico de propolis em estudo, capaz de inibir o crescimento
bacteriano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitos estudos, tanto “in vitro” como ‘“in vivo”, sdo realizados quanto ao potencial
da propolis no tratamento de infeccbes humanas. Em se tratando de cdes, poucos sao



os trabalhos demonstrando este potencial. Os resultados obtidos nos testes de
determinacao da atividade antimicrobiana demonstram a a¢ao bactericida do extrato de
propolis (Figura 01).
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FIGURA 1: Concentracdo bactericida minima (CBM) do extrato de propolis -
Distribuicdo percentual dos 24 isolados de Staphylococcus coagulase positiva de otites
caninas.

A CBM média dos 24 isolados de Staphylococcus coagulase positiva testados foi
de 23,2mg mL?, variando del10,7 a 42,8 mg mL?!. Estes mesmos agentes quando
testados fn vitro” por Vargas et al. (1999), frente a 11 antimicrobianos comerciais,
usados na clinica veterinaria, alcancaram o melhor desempenho de sensibilidade frente
a gentamicina, com 81,48% das amostras sensiveis. Apesar da efetividade verificada
para gentamicina, suas propriedades ototoxica e nefrotdxica, principalmente em
filhotes, a torna inadequada ao uso. Também Kujumgiev et al. (1999), utilizando-se da
técnica de difusdo em agar, obtiveram a melhor zona inibitéria com 0,5 mg de extrato
alcodlico de propolis.

Diversos trabalhos tratam da avaliacdo da atividade antimicrobiana da prépolis
tanto para bactérias quanto para fungos. Apesar da existéncia de muitos trabalhos com
a propolis, a comparacdo com outros resultados € prejudicada pela grande diferenca
entre suas composicdes. H& intensa variacdo de uma regido para outra, pois é
evidenciada grande variabilidade devido a diversidade climética, da flora e entre outros
fatores. Sua acao terapéutica € atribuida aos flavondides e ao acido ferdlico, que
apresentam, principalmente, poder antibacteriano. Estudos comparando a proépolis
brasileira com a européia tém demonstrado grande variabilidade na constituicdo
(BANKOVA, 2005), e intensa atividade farmacologica da brasileira. A propolis do Brasil
€ completamente diversa das de outras partes do mundo. Isso se deve a sua
composi¢ado quimica diferenciada. A composicdo € dependente de derivados bioativos,
entre eles benzofuranos e benzopiranos (SALOMAO, 2007).



A avaliacdo da CBM do extrato de propolis frente ao Staphylococcus coagulase
positiva apontou concentracées menores ou iguais a 42,8mg mL* como efetivas para o
agente microbiano estudado. Este achado é relevante, uma vez que Bugnotto (2006)
determinou esta mesma concentragcdo como sendo a ideal para a manutencdo da
estabilidade farmacoldgica do extrato de propolis em preparacbes medicamentosas,
sendo possivel deste modo, o desenvolvimento de novos medicamentos no controle de
infeccbes, e consequentemente, contribuir com a redugcdo da resisténcia aos
antimicrobianos comerciais.

CONCLUSAO

As concentracOes dos extratos testadas demonstram atividade antimicrobiana
para Staphylococcus coagulase positiva.

Os resultados obtidos permitem sugerir o emprego do extrato de propolis na
composicado de medicamentos para o tratamento de otites caninas causadas por esse
agente, sendo assim canditato para a preparacdes de pomadas medicamentosas
usadas no controle de infec¢des.
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