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Atividadeantimicrobianade prépolisde Apismellifera obtidasem trésregidesdo Brasil

Antimicrobial activity of Apismelliferapropolisfrom threeregionsof Brazil

Ary FernandesJunior! MarceloMilandaRibeiroLopes® Viviani Colombari?
Aydir CeciliaMarinhoMonteiro? ElianePassaréelli Vieira?

-NOTA -

RESUMO

As propriedades biol6gicas da prépolis de Apis
mellifera sdo amplamente relatadas sendo comuns variagoes
nas mesmas em fungdo da regido onde foram produzidas. A
acdo antimicrobiana de proépolis obtidas em trés regides do
Brasil (Botucatu-SP, Mossor6-RN e Urubici-SC) foi investigada
sobre linhagens isoladas de infecgBes clinicas humanas
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus sp,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans). Foram
preparados extratos alcodlicos de propolis (EAP) e determinada
a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) seguida do célculo
da CIM90%. A propolis de Botucatu foi a mais eficiente sobre
S. aureus (0,3%v/v), Enterococcus sp (1,1%v/v) e C. albicans
(2,1% vlv). Para E. coli, a propolis eficiente foi de Urubici
(7,0%v/v) e para P. aeruginosa a de Mossor6 (5,3%v/v). Os
resultados mostram maior sensibilidade das bactérias Gram
positivas e levedura em relagio as Gram negativas. E possivel
concluir que, para os microrganismos testados e amostras de
prépolis testadas, ha diferencas na atividade antimicrobiana
em fungdo do local de produgdo e que isso se explica pela
diferenga de composi¢do quimica da prépolis.

Palavras-chave: Abelha melifera, extratos alcodlicos,
bactérias, Candida albicans.

ABSTRACT

The antimicrobial activity of Apis mellifera propolis
is widely reported, and the variations in this property according
to the region where it was produced have been mentioned.
Thus, the antimicrobial activity of propolis from three Brazlian
regions (Botucatu, SP; Mossor6, RN and Urubici, SC) was
investigated on isolated strains from human clinical material

(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus sp,
Pseudomonas aeruginosa, and Candida albicans). Ethanolic
Extracts of Propolis (EEP) were prepared and the Minimal
Inhibitory Concentration (MIC) was determined based on the
method of EEP dilution in agar and the MIC90% cal culated.
Propolis from Botucatu was the most effective against S. aureus
(0.3%v/v), Enterococcus sp (1.1%v/v), and C. albicans (2.1%
v/v). The effective propolis against E. coli was from Urubici
(7.0%v/v), and against P. aeruginosa, from Mossor6 (5.3%viv).
The results shows that there are differences in the activity
according to the region where the propolis were produced and
Gram positive bacteria were more susceptible that Gram
negative bacteria.

Key words: Honeybee, ethanolic extracts, bacteria, Candida
albicans.

A propolis é produzida pelas abelhas para
as mais variadas fungdes na colméia (preenchimento
de frestas, diminuicéo de aberturas de entrada e saida
dacolméia, mumificagdo de cadaveresdeinsetos, para
impedimento de sua decomposicio e putrefacdo). E
utilizada também para cobrir as paredes internas da
colméia e interior das células para defendé-las dos
microorganismos, além dereparar osfavos estragados
econsolidar osfavosmoéveis(GHISALBERTI, 1979). E
conhecidapor suas propriedades biol 6gicastais como:
antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria,
imunomodul atdria, hipotensiva, cicatrizante, anestésica
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anticancer, anti-HIV e anticariogénica (PARK et al.,
2002). A propriedade antimicrobiana da prépolis é
amplamente relatada, sendo destacada sua ag&o sobre
Saphylococcusaureus (FERNANDESJUNIOR et dl.,
1995, 1997, 2001 e 2003; PINTO et al., 2001);
Sreptococcus pyogenes(BOSIO et d ., 2000); Candida
$p (SFORCIN et al., 2000; STEPANOVICet ., 2003) e
sobreindmeros outros microrganismos (BANSKOTA
et d.,2001). Foi verificado também que bactérias Gram
positivas se mostram mais sensiveis que as Gram
negativas aosextratosde propolis(PINTO et a ., 2001).

Os flavondides, juntamente com acidos
fendlicos e ésteres, aldeidos fendlicos e cetonas sdo
considerados 0os mais importantes compostos
antimicrobianos da prépolis. Outros compostos sdo
oleosvoléteis e &cidosarométicos (5 a10%), ceras (30-
40%), resinas, bdlsamo e polen que é umaricafontede
elementos essenciais como magnésio, niquel, célcio,
ferroezinco (CASTALDO & CAPASSO, 2002, PIETTA
etal., 2002). O mecanismo de atividade antibacterianaé
considerado complexo e pode ser atribuido ao
sinergismo entre flavondides, hidroxiacidos e
sesquiterpenos (KROL et a.,1993). A propor¢éo destas
substancias presentes naprépolisévaridvel em fungédo
dolocd edaépocade coletadamesma(STEPANOVIC
et al., 2003). Portanto, aorigem geograficadapropolis
€ importante no controle de qualidade inclusive para
suaefetivaaplicacdo terapéutica(PARK et al., 2002).

O estudo teve por objetivo verificar “in
vitro” aatividade antimicrobianade extratos al codlicos
de propolis (EAP) de Apis mellifera obtidas nas
localidades de Botucatu —SP (latitude 22°53' 09" Sul e
Longitude 48°26’42" Oeste, atitude 804 metros);
Urubici — SC (latitude 28°00'48” Sul e Longitude
49°35'22" Oeste, atitude de 915m) e Mossor6 - RN
(latitude 05°11' 15" Sul e Longitude 37°20' 39" Oeste,
altitude 16 metros) e preparados extratos alcodlicos
(EAP) (30gramasde prépolisem 100mL dedcodl etilico
70% e apobs sete dias filtragdo em papel de filtro)
(FERNANDESJUNIORet d., 2003).

As linhagens microbianas, e respectivos
ndmeros testados, isoladas de materiais clinicos
humanos, foram Staphylococcus aureus (61),
Enterococcus sp (32), Escherichia coli (65),
Pseudomonas aeruginosa (30) e Candida albicans
(32). Os ensaios de sensibilidade foram realizados em
duplicatas em placas de Petri com concentracfes de
EAPs em %v/v (% vol.EAP/vol. meio), segundo a
técnica da diluicdo em &gar (Meio de Muller-Hinton
Agar paraS. aureus, E. coli, P. aeruginosa; BHI Agar
paraEnterococcus sp e Sabouraud Dextrose Agar para
C. albicans) (NCCLS, 2000) para determinagéo da
concentracgdo inibitéria minima (CIM). Foram

preparadas placas para controle do etanol e do
crescimento normal daslinhagens. Aslinhagensforam
cultivadasem caldo Brain Heart Infusion (BHI) (37°C/
24 horas) e, apds padronizagdo (10°a 10° UFC/mL),
semeadas utilizando carimbo multiinocul ador de Sterr
eseguidadeincubacao (37°C/24 horas) foi feitaleitura
da CIM. A andlise estatistica foi feita de acordo com
teste ndo paramétrico de K ruska-Wallis paraconfrontar
tratamentos independentes e para andlises com
diferencassignificativas (P<0,001), realizou-se um teste
de comparagdes multiplas entre os tratamentos (teste
de Student-Newman-K euls e teste de Dunn) (Minitab
Statistical Softwareversion 13.32).

Os vaores de CIM 90% e amplitude a das
concentragdes (%v/v) capazes de inibir as linhagens
testadas sdo apresentadas natabela 1. De acordo com
0s menores valores de CIM que representam maior
eficiénciainibitoriados EAPs (P=<0,05) verifica-se que
paraS. aureus. Botucatu > Mossor6 = Urubici >Alcool;
Enterococcus sp: Botucatu > Mossor6 > Urubici >
Alcool; E. coli: Urubici > Botucatu > Mossor6 >
Alcool; P. aeruginosa: Mossor6 > Botucatu = Urubici
= Alcool e C. albican: Botucatu > Mossor6 > Urubici
> Alcool.

A dtividade antimicrobianavariou de acordo
comolocal em queaamostrade propolisfoi produzida,
sendo as bactérias Gram positivas (S. aureus e
Enterococcus sp) e C. albicans mais susceptiveis a
prépolis obtida na regido de Botucatu enquanto para
as Gram negativas, a amostra de Urubici foi a mais
eficiente sobre E. coli e a de Mossor6 para P.
aeruginosa. Embora ndo tenha sido feita a analise
fisico-quimica, e considerando que todos 0s ensaios
biol 6gicos foram realizados sob as mesmas condi¢des
experimentais, a explicagdo dos resultados pode ser
atribuidaa composicéo quimicadistintaentre os EAP
das trés |ocalidades testadas. Alguns autores sugerem
gue a comparagdo dos resultados é dificil em fungdo
das diferentes metodologias de avaliagdo da
propriedade antimicrobianautilizadas (DRAGO et al.,
2000). Variosfatoresinterferem nacomposi¢do quimica
da prépolis (clima, espécie de abelha e floralocal) e
refletem, de maneira decisiva, nas propriedades
bioldgicasdo produto (PARK et al., 2002).

As bactérias Gram positivas foram mais
sensiveis ao EAP, independente do local de coleta.
Estefato tem sido relatado com freqiiéncianaliteratura
(FERNANDESJUNIORet d., 1995, 1997; STEPANOVIC
etd., 2003; VARGASet al., 2004). A maior sensibilidade
das Gram positivas aos componentes da prépolis fica
evidente quando é comparada & agéo do etanol, cujo
CIM90% variou de 10,2 a12,4%v/v, enquanto paraos
EAPsfoi de0,3% até 3,8% v/v. Neste caso, asdiferencas
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Tabela 1 - Valores de CIM 90% (%v/v) e amplitude da CIM para as linhagens microbianas testadas em funcéo das amostras de prépolis de

Apis mellifera obtidas em trés regides do Brasil.

Microrganismo Botucatu (SP)% v/v

Mossor6 (RN) % viv

Urubici (SC) %v/v Controle do alcool %v/v

S. aureus (61)
0,
Al 03@02-04
Enterococcus 5p (32)
0,
Al HH@08-12
E. coli (65)
P. aeruginosa (30)
Al selIse-60

C. albicans (32)
CIM 90% 21(a) 10-30

Amplitude

1,5 (b) 0,4- 2,0

3,5(b) 0,8 - 4,0

8,2(c)55-85

53(a)50-65

31(b)30-35

1,8 (0) 0,4- 2,0 12,4 ()

38(c)25-4,0 10,2 (d)

70(8)55-75 9,8 (d)

6,0 (b) 6,0-6,0 6,0 (b)

44(c)30-55 7,0 (d)

Letras diferentes, nas linhas, indicam diferencas estatisticas entre s (P<0,05).

CIM = Concentrag&o InibitériaMinima

estruturais entre bactérias Gram positivas e negativas
interferiram com a ac8o dos EAPs e a utilizagdo da
propolis de A. mellifera no tratamento de doengas
causadas por bactérias Gram negativas deve ser
avaliadacomreserva

Estudos desta natureza devem ser
estimulados, pois fornecem informagdes importantes
para obter um perfil geogréafico sobre as regides
produtoras e as propriedades bi ol 6gi cas que possuem.
Portanto, novos estudos deverdo ser realizados,
utilizando-se de um ndmero maior de amostras de
prépolis de cada regido pesquisada a fim de obter
resultados mais representativos de cada regiéo,
podendo também acrescentar nestes estudos futuros
aspectos da sazonalidade na producgéo da propolis,
conforme sugestdes em estudos recentes realizados
por SFORCIN et d.(2000).
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