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RESUMO

Devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos e drogas imunossupressoras,
doencas causadas por patdgenos oportunistas tém ganho cada vez mais
destaque, principalmente agentes como Candida albicans, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, que Sao microorganismos que
apresentam grande resisténcia a antimicrobianos. Contudo tem se avaliado
diversas substancias, como extratos vegetais, venenos e toxinas na tentativa
de se obter drogas alternativas, entre eles o propolis, que contém substancias
como os flavonadides, os acidos fendlicos e cetonas responsaveis pela atividade
antimicrobiana. A proporcdo destas substancias antimicrobianas é variavel,
pois o prépolis apresenta variabilidade em sua composicédo quimica em funcao
de sua origem geogréafica, o que se torna importante para o controle de
qualidade e efetividade no uso terapéutico. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a acdo do propolis sob os microorganismos, pelos métodos da difusdo em
disco e da macrodiluicdo sobre C. albicans em caldo de cultura. Observou-se
discreta inibicdo do crescimento das cepas testadas, em especial as leveduras
da espécie Candida albicans no método da macrodilui¢cdo, além da inibicdo de
formacdo de pseudohifas Contudo estudos para uma melhor caracterizacéo
dos componentes do prépolis, dosagens, padronizacdes devem ser realizados,

para que se possa determinar seu potencial antimicrobiano.

Palavras-chave: sensibilidade, Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosas, propolis



ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics and immunosuppressive drugs, diseases
caused by opportunistic pathogens have gained increasing prominence mainly
agents such as Candida albicans, Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeroginosa which are microorganisms that can have great antimicrobial
resistance. However it has been evaluating various substances as plant
extracts poisons and toxins in an attempt to obtain drugs alternatives including
propolis which contains substances such as flavonoids, phenolic, acids and
ketones responsible for the activity antimicrobial. The proportion of these
antimicrobial substances is variable because propolis presents variability in
chemical composition as a function of geographical origin which is important for
quality control and effectives in therapeutic use. The aim of this study was to
evaluate the action of propolis in the microorganisms by disk diffusion methods
and macrodilution on C.albicans in culture. We observed discrete inhibition of
growth of the strains in particular the yeastes Candida Species albicans in the
macrodilution method besides the inhibition of however pseudohyphae studies
to better characterize the components of propolis dosages standards should be

made so that we can determine its antimicrobial activity.

Keywords: sensitivity, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, propolis
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1.0 INTRODUCAO

As doencgas infecciosas sempre foram as principais causas de
morbidade e mortalidade para seres humanos, de diferentes idades, e podem
ser provocadas pelos mais diferentes agentes infecciosos, em especial as
bactérias. Essa gravidade ocorre devido a velocidade de evolucdo do quadro
clinico, e podem ser adquirida por via respiratoria, digestiva, sexual entre

outras.

O desenvolvimento da quimioterapia antimicrobiana teve inicio na
década de 30 com a descoberta das sulfonamidas e as penicilinas.
Posteriormente, nas décadas de 50 e 70, comecaram a surgir epidemias
causadas por Staphylococcus aureus multiresistentes e linhagens resistentes a
penicilina, dando inicio ao problema da resisténcia dos microrganismos aos
antimicrobianos (AMOROSO,2002; JAWETZ et al., 1998). Entre oS muitos
agentes infecciosos que apresentam resisténcia aos antimicrobianos
normalmente utilizados, podemos destacar as infeccbes causadas pelas
bactérias Staphylococus aureus, Pseudomonas aeruginosas e pela levedura
Candida albicans, causadores de doencas graves, exigindo diagnostico e

tratamento precoce e adequado.

S. aureus, bactéria que faz parte da biota natural do homem, é
comumente encontrada na pele e mucosas, se apresentam morfologicamente
como cocos Gram positivos, agrupados em cachos, apresentam metabolismo
aerdbio facultativo e prova da catalase positiva (MURRAY et al., 2006 ;
PELCZAR et al.,, 1996). Apresentam diversos fatores de viruléncia, muita

resisténcia as defesas imunoldgicas do individuo e importante resisténcia a
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terapéutica aplicada. Esta bactéria habita com freqiéncia a nasofaringe, a
partir do qual pode facilmente contaminar as maos e penetrar no alimento,
causando a intoxicacdo alimentar estafilococica (MURRAY et al.,, 2006;

PELCZAR et al., 1996).

Em geral, bactérias tém a habilidade genética de adquirir e transmitir
resisténcia aos farmacos utilizados como agentes terapéuticos. Segundo
Tavares (2000), estafilococos vém mostrando crescente resisténcia também
aos beta-lactamicos penicilinase-resistentes, registrando-se indices de
resisténcia de 30% a 66%, notavelmente em hospitais de grande porte, com
servicos de emergéncia aberto ao publico e centros de referéncia para
pacientes infectados. Cepas de S. aureus multiresistentes se constituem em
um grande problema de saude publica por estarem associadas a muitos casos
de infeccbes graves, como em pacientes imunodeprimidos e nas infeccbes

hospitalares (WILLIAMS et al.,2004).

P. aeruginosa esta amplamente distribuida no ambiente e é capaz de
resistir por longos periodos em ambientes adversos. Apresentam-se
morfologicamente como bacilos Gram negativos, ndo fermentadoras e oxidase
positiva (MURRAY et al., 2006). Além da caracteristica intrinseca de apresentar
baixo nivel de sensibilidade aos antimicrobianos, diversos mecanismos de
resisténcia tém sido identificados como hiper-expressao de bombas de efluxo,
producdo de B-lactamases, perda ou expressdo reduzida de proteinas de
membrana externa (LI et al., 2000; LIVERMORE., 2002; MASUDA, 1992,

GALES et al., 2001).
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Frequentemente, isolados de P. aeruginosa, apresentam um amplo
espectro de resisténcia, podendo ser resistentes a diferentes classes de
agentes antimicrobianos, inclusive as cefalosporinas de terceira e quarta
geracdes e carbapenémicos, como imipenem e meropenem. Por estas razoes,
as infeccbes causadas por cepas de P. aeruginosa multiresistentes
estabelecem um substancial desafio para a terapia antimicrobiana, trazendo ao
cenario atual a inevitavel necessidade de identificar essas bactérias
multirresistentes e a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos que

possam ser utilizados na terapéutica (DAVIS,1979).

Além dessas bactérias, leveduras do género Candida séo responsaveis
por infeccbes recorrentes, algumas muito graves. As leveduras desse género
incluem 81 espécies, sendo C.albicans, C. glabata, C.krusei, C.guilhiermondii,
C.tropicalis as mais frequentes. As colbnias se apresentam com aspecto
cremoso, de cor branco-amarelado e microscopicamente como células
globosas e arredondadas, crescimento a partir da formacao de blastoconideos
e pseudohifas abundantes.(LACAZ,1986; MURRAY, 2006). A ruptura do
equilibrio entre as leveduras do género Candida e a microbiota da qual faz
parte propicia o estabelecimento da candidiase. Este fungo leveduriforme
apresenta como principais fatores de viruléncia a aderéncia, dimorfismo
(formacao de micélio), variabilidade fenotipica, producéo de toxinas e enzimas

extracelulares (GHANNOUM et al.,1996 ; KLOTZ et al.,1991).

Os principais grupos de antifungicos em uso na terapéutica, com
atividade sobre as leveduras desse género, compreende o0s antibidticos
poliénicos como a anforecicina B e nistatina, e os derivados azdlicos

(imidazolicos ou triazdélicos). Dentre todos os antifigicos, a anfotericina B é
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considerado o mais efetivo, no tratamento de infec¢des pelas leveduras desse

género, com atividade antifingica in vivo e in vitro (MIMS, 2005).

Diante de microrganismos importantes e cada vez mais multiresistentes,
surge a necessidades de novos farmacos e alternativas de tratamento, e o

prépolis pode ser uma boa opcéo natural e eficaz.

Prépolis € uma denominacdo genérica que descreve uma mistura de
substancias, colhidas por abelhas meliferas de vegetais, acrescida de
secrecbes salivares, cera e polen (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2001).
Utilizada desde os tempos dos Farads, suas propriedades curativas foram
sistematicamente relatadas ao longo dos tempos (MATSUNO,1997).
Apresentam-se como um material resinoso, geralmente de cor marrom-
amarelado, se caracteriza por um gosto e odor espinhoso e frequentemente
desagradavel. Diferentes estudos tém identificados mais de 200 substancias na
sua composicao, incluindo &cidos fendlicos, flavondides, ésteres diterpenos e
sesquiterpenos, lignanas aldeidos aromaticos, alcoois, aminoacidos, acidos
graxos, vitaminas e minerais (BANKOVA et al., 1999; MARKHAN et al., 1996;
PARK et al.,2002). Essa complexidade de constituintes e caracteristicas
dificulta sua descricdo, analise e utilizacdo em escala industrial.

(GHISALBERTI,1978 ; BURDOCK,1998).

BRAGA et al. (2002), relataram suas propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, antiinflamatoria, imunomoduladora, hipotensiva, cicatrizante,
anestésica, antitumoral, anti-HIV e anticarcinogénica. A propriedade
antimicrobiana da propolis € amplamente relatada, sendo destacada sua

funcdo sobre S. aureus (FERNANDES JUNIOR et al.,1995; FERNANDES
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JUNIOR et al., 2003; PINTO et al., 2001); S. pyogenes (BOSIO et al., 2000);
Candida sp (SFORCIN et al., 2000; STEPANOVIC et al., 2003) e sobre
inimeros outros microrganismos (BANSKOTA, 2001). Foi verificado também
que bactérias Gram positivas se mostram mais sensiveis que as Gram

negativas aos extratos de propolis (PINTO et al., 2001).

Flavonoides presentes, juntamente com &cidos fendlicos e cetonas, sédo
considerados 0s mais importantes compostos antimicrobianos do propolis.
Outros compostos sdo 6leos volateis e acidos arométicos (5 a 10%), ceras (30
a 40%), resinas, balsamo e pdlen que € uma rica fonte de elementos
essenciais como magnésio, niquel, calcio, ferro e zinco (CASTALDO &
CAPASSO, 2002, PIETTA et al, 2002). O mecanismo de atividade
antibacteriana € considerado complexo e pode ser atribuido ao sinergismo
entre flavondides, hidroxiacidos e sesquiterpenos. O sinergismo entre eles é
importante para que haja atuacdo na inibicdo da divisdo celular;
desestruturacdo da membrana citoplasmética e da parede celular; inibicdo da
sintese de proteina e o RNA polimerase; inibicdo enzimatica (KROL et

al., 1993).

A proporcdo destas substancias é variavel em funcdo do local e da
época de coleta (STEPANOVIC et al., 2003). Portanto, a origem geografica do
propolis € importante no controle de qualidade e para sua efetiva aplicagédo

terapéutica (PARK et al., 2002).

Este estudo se traduz como mais uma ferramenta que pode contribuir
para o desenvolvimento de novas alternativas no controle microbiano. Diversos

estudos foram realizados com a finalidade de se avaliar atividade
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antimicrobiana do propolis, mas ainda ndo ha padronizacdo de como utilizar o
produto, dose, apenas poucas normativas apresentadas pelo Ministério da
Agricultura (2001). A quercetina é um dos produtos com atividade
farmacolégica do propolis, com estudos que identificam sua atividade como
antioxidante, antiinflamatorio, antiviral, entre outras (OLIVEIRA & BERRETTA,

2007).

E necessario determinar qual a dose de quercetina que apresenta efeito
inibitério de crescimento, com atividade bacteriostatica ou bactericida,
fungistatica ou fungicida, e para isso ainda sdo necessarios muitos estudos.
Assim, medidas devem ser adotadas para solucionar as falhas com a
antibiéticoterapia, como por exemplo, controlar a venda e uso de antibioticos,
ampliar pesquisas para melhor compreender o mecanismo genético de
resisténcia de bactérias e fungos aos medicamentos e continuar as pesquisas
de novas moléculas com atividade sobre o crescimento de microrganismos,

sejam de origem sintética ou natural.
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2.0 OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

Avaliar atividade inibitéria do prépolis frente a cultura de bactérias e

fungos.

2.2-Objetivos Especificos

e Avaliar atividade inibitéria do propolis frente as bactérias S. aureus,
P.aeruginosa e a levedura C. albicans pelos métodos de difusdo em

disco (Kirby-bauer) e da macrodiluicdo, em tempos de 24 e 48 horas.

e Comparar o efeito inibitério do crescimento da C.albicans sob efeito de
diferentes concentracdes do prépolis pelo método de difusdo em disco e

macrodiluicdo, nos tempos de 24 e 48 horas.

e Determinar a concentracdo de quercetina no prépolis utilizado nesse

experimento.
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3.0 MATERIAL E METODO

3.1- Microrganismos Utilizados

Foram utilizados neste experimento cepas de C. albicans (ATCC
10231), pertencentes a micoteca do Laboratorio de Biologia da Universidade do
Sagrado Coracéo (USC) e cepas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
e Staphylococcus aureus (ATCC 25932) identificada pelo crescimento em agar
cetremide (KONEMAN et al., 1997).

3.2 Obtencdao e Preparo do Propolis

Foi utilizado prépolis em forma bruta, obtido de Apis mellifera, de

apiario comercial.

As diluigbes foram realizadas na hora do uso de cada experimento.
Para a técnica de difusdo em disco, o prépolis puro foi diluido em alcool 70%
na concentracdo de 20%, e posteriormente re-diluido a 10; 5; 2,5; 1,25; 0,6 e

0,3%, em alcool a 35%.

Para a técnica de macrodiluigdo foi utilizada prépolis pura, diluida em
alcool 50% e re-diluido em alcool a 10%.
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3.3 Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana

3.3.1 Método de Inibicdo em Disco (Método de Kirby-Bauer)

Para determinacdo da atividade antibacteriana e antifungica foi
utilizado o método de Kirby-Bauer ou difusdo em disco (CLSI, 2006). As cepas
selecionadas foram mantidas em agar BHI (Brain and Hart Infusion), e diluidas
segundo a escala 0,5 de Mc Farland (1,8.108 unidades formadoras de
colénia/ml. Foram inoculadas em placas de agar BHI com um swab de algod&o
estéril. Os discos de papéis estéreis, de cinco milimetros, colocados sobre o
agar e embebidos com 5 pl das diferentes concentracdes do propolis. Discos
de antibidticos foram utilizados como inibidores de crescimento nas placas
inoculadas com bactérias, e de fluconazol para C. albicans. Como controle
negativo utilizou-se discos de papel embebidos em éalcool a 35%.

Todas as culturas foram incubadas em estufa a 37° C e as leituras
efetuadas apos 24 e 48 horas de incubacéo. A leitura foi realizada medindo-se,

em milimetros, o halo de inibi¢cdo formado.

3.3.2 Método da Macrodiluicdo em Tubo

Para a avaliacdo antifungica do propolis sobre C. albicans, também foi
realizado o método da macrodiluicdo em caldo. Foram preparados 12 tubos de
ensaio (7x1), sendo que em cada um foi adicionando 2,0 mL do meio de cultura
RPMI e 100 uL da cepa de C. albicans previamente ajustada na escala 0,5 de
McFarland. Esses tubos foram entdo divididos em quatro grupos assim

constituidos:

Grupo | — Considerado grupo controle (meio RPMI e suspensao de levedura).
Grupo Il — adicionado 100 pl de Fluconazol a 100 mg/ml (controle de

crescimento negativo)
Grupo lll —adicionado 100 pl de prépolis

Grupo IV- adicionados 100 pl de alcool a 10° GL (controle do alcool utilizado

na preparacao e diluicdo do propolis).
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Os tubos preparados foram incubados a 30 °C e submetidos a contagem

em camara de Neubauer, nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas da incubacao.

Todo o experimento foi realizado em camara de fluxo laminar.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4 Determinacdo da concentracdo de quercetina no propolis

A determinacdo de quercetina no propolis foi realizada utilizando a
metodologia proposta pela Farmacopéia Alema (1978). Foi feita a extracdo de
flavonoides totais através do Metodo de Folin Ciocalteau, com pequenas
modificacdes. Inicialmente foi feita a preparacdo do extrato, a partir de 2,5
gramas do propolis bruto, tratado com metanol em extrator Soxhlet por
aproximadamente seis horas, até reacdo negativa com cloreto férrico Ill 5%.
Apos resfriamento, os extratos foram filtrados, em papel de filtro, e entéo
diluidos em baldo volumétrico de 250 mL a temperatura ambiente. Em seguida
feito o doseamento do flavondide, transferindo- se 4 ml do extrato inicial obtido
do baldo de 250mL para um baléo volumétrico de 50 ml e o volume completado
com agua destilada. Aliguotas de 2ml foram colocadas em 3 tubos de ensaio,
aos quais foram adicionados 6 ml de metanol e 2ml de cloreto de aluminio.
Apo6s 10 min, foram feitas as leituras em espectrofotbmetro, em 420 nm de
comprimento de onda, zerando com solucdo de metanol (6ml) e cloreto de
aluminio (2ml). Como referéncia, foi construida uma curva padrao preparada
com solucédo de quercetina.

Para a curva padrao foram pesadas exatamente 10 mg de quercetina e
dissolvidos em 100 ml de metanol. Foram transferidos 10ml a um baldo
volumétrico e o volume ajustado em 50 ml finais com metanol. Da solucao final
de quercetina foram retiradas amostras de 1, 2, 3, 5 e 8 ml e transferidas para
tubos de ensaio. A cada tubo de ensaio foi adicionado 2 ml de solugéo aquosa
de AICI3 10%. Posteriormente adicionou-se aos tubos, volumes de metanol
para obter o volume final de 10 ml. Apds 10 minutos, foram feitas leituras em

espectrofotdmetro, em 420 nm.
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4.0 Resultados

Este estudo avaliou o efeito inibitorio de crescimento do prépolis sobre o
crescimento de bactérias e levedura pelas técnicas de difusdo em disco e para

levedura também pela técnica da macrodiluicdo em tubo.

Pela técnica de diluicdo em disco foi possivel observar efeito inibitorio
sobre cepa de S. aureus, nas concentracdes de prépolis diluido a 5 e 2,5% ,
apos 24 horas de incubacgdo (Figura 1). Esse efeito se manteve nas 48 horas
de incubacdo. Para cepas de P. aeruginosa, foi possivel observar halo de
inibicdo de 18 mm, para todas as concentra¢des avaliadas, mas somente apés
48 horas de incubacao (Figura 2). Mas ao se comparar esse efeito inibitério ao
redor de cada disco, tem-se a impressdo de que é o alcool quem esté agindo.
Para C. albicans, se verificou halo de inibicdo discreto nas concentracdes de 5

e 2,5 %, apos 48 horas de incubacao (Figura 3).

Pela técnica de macrodiluicdo em tubo, observou-se crescimento da
levedura nos tubos tratados com prépolis, mas inibicdo na formacdo de
pseudohifas quando comparado ao tubo controle, como estd demonstrado na

tabela 1.
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Tabela 1- Relacdo de nimeros de leveduras e formacao de pseudohifas nos tubos contendo

leveduras C. albicans, nos tubos tratados com prépolis, fluconazol e alcool.

Numero de leveduras / pseudohifas / ml meio

Tempo de Grupo I Grupo I Grupo IV
incubacao Grupo |
(Grupo com (Grupo com ( Grupo com
(hora) (Grupo controle) adicdo de adicao de adicéo de
fluconazol) prépolis) alcool)
24 1,410 5.10 6,0 10 * 1,310
48 1,6 10 - 7,710* 1,610
72 2,110 - 8,010~ 1,910
96 2,510 - 8,310* 2,110

* auséncia de pseudohifas

Figura 1- Discreto halo de inibicédo para S aureus
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Figura 2- Halo de inibicdo de 18 mm para P. aeruginosa

Figura 3- Discreto halo de inibicéo para C. albicans

A dosagem de flavondides totais identificou 1,22% de quercetina no
propolis utilizado nesse ensaio. Esses valores sdo semelhantes aos
identificados por LONGHINI et al. (2007).
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6- DISCUSSAO

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido
ao surgimento de microrganismos resistentes e de infeccbes oportunistas
fatais, associadas a AIDS, quimioterapia antineoplésica e transplantes (PENNA
et al., 2001). O propolis tem sido usado de modo empirico por diferentes
populacdes ha muito tempo (CASTALDO & CAPASSO, 2002). Inameros
estudos cientificos tem demonstrado que o propolis possui grande potencial
terapéutico, principalmente efeito antiinflamatério e antimicrobiano (GACS et
al., 1993; HENZE et al., 1998; MENEZES, 2005).

Esse estudo avaliou o efeito inibitério do propolis, preparado em solucao
etandlica, em diferentes concentracdes, sobre cepas de bactérias e C.
albicans. Foram realizada as técnicas de difusdo em disco e de macrodiluicdo
também para a levedura. O método de diluicdo em disco (Método de Kirby-
Bauer) € o mais utilizado pela facilidade de execucao. Baseia-se na inibicdo de
crescimento do microrganismo na superficie do meio de cultura previamente
inoculado e o disco de papel impregnado pela substancia a ser avaliada. Apés
os testes preliminares, optou-se pelo agar BHI (Braim-Heart infusion), utilizado
em camada de até 0,4 mm. Essa quantidade de meio € a mais indicada, em
guantidade maior ou menor pode interferir no crescimento do microrganismo ou
na dissolugdo da substancia avaliada (MOURA, 1998; PINTO et al., 2003). A
utilizacdo da técnica de disco oferece a vantagem de facilidade de realizagéo e
leitura e também acarretar menor custo de execucdo, quando comparado com

a macrodiluicéo.

A técnica de macrodiluicdo € considerada a mais indicada por utilizar
meio liquido RPMI. Esse meio de cultura apresenta menor teor de ions Ca e
Mg que os meios solidos normalmente utilizados na técnica de disco. Esses
ions podem comprometer o resultado das analises ao se associarem ao
produto testado e comprometer sua solubilidade e atividade, além de conter
antibioticos que naturalmente podem inibir o crescimento da bactéria testada
(MOURA, 1998).
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N&o se observou efeito inibitdrio consideravel do prépolis sobre as cepas
de bactérias. Isso pode ter ocorrido por falta de atividade antimicrobiana do
produto, devido as concentracdes utilizadas ou mesmo pela baixa
concentracdo de principio ativo no propolis testado nesse ensaio. Mesmo
assim, devemos considerar que ao se utilizar uma cepa de bactéria ou fungo,
podemos encontrar em um mesmo inoculo células resistentes e sensiveis ao
produto, e isso prejudicar a leitura do teste ou mascarar o resultado. Para
controlar esse problema, BARRY & THORNSBERRY (1991); SAHM &
WASHINGTON 1l (1991), recomendam que a preparacdo do inoculo nos
métodos de diluicdo e difusdo deve ser feita a partir de quatro ou cinco colénias

da cultura do microrganismo.

Ao se avaliar efeito inibitério do prépolis sobre C. albicans pela técnica
de macrodiluicdo em tubo, observou-se discreto crescimento do numero de
leveduras, mas evidente auséncia de formacao de pseudohifas. A formacéo de
pseudohifas é associada com condi¢des ideais de crescimento da levedura e
guando detectado in vivo identifica doenca por Candida . O fato do tratamento
com propolis ter inibido a formacgéo de pseudohifas pode indicar ou sugerir um
potencial uso do propolis no tratamento da candidiase, principalmente a vaginal

recorrente.

Muitos estudos tem sido realizados, com diferentes metodologias, com a
finalidade de se identificar o efeito inibidor da substancia no crescimento da
levedura. Os resultados sdo contraditorios, mas autores como KOO et al.,
(1999), HEGAZI et al., (2001), e mais recentemente FERNANDES-JUNIOR et
al., (2003) também demonstraram essa atividade inibitéria. Em fung¢éo dessa
evidéncia, FERNADES JUNIOR et al. (2006), sugerem maior atividade

fungistéatica do que fungicida da prépolis.

O mecanismo da atividade antimicrobiana do propolis parece depender
do sinergismo entre os flavondides, hidroaldeidos e sesquiterpenos da
composicdo quimica do propolis (KROL et al., 1993). A propor¢cdo dessas
substancias dependem da época e local da coleta, deste modo a origem
geografica do produto influi na sua atividade terapéutica (STEPANOVIC et al.,
2003; PARK et al, 2002; FERNANDES-JUNIOR et al., 2003), mas
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contradizendo essas informacdes, LONGHINI et al., (2007), relatam que talvez
essas condi¢cdes possam néo interferir na atividade inibitoria de crescimento de

microrganismos pelo propolis.

Essa variacdo na composicdo do propolis pode explicar os resultados
divergentes do seu efeito antifingico. Alguns trabalhos tém indicado que o
propolis apresenta baixa toxidade, descrevendo inclusive suas doses toleraveis
(BURDOCK, 1998). Neste estudo foi determinado a concentracdo de
quercetina no propolis com o propdsito de verificar a concentracdo de
principios ativos que pudessem qualificar o produto utilizado. Quercetina € um
flavonoide natural do propolis com propriedades farmacoldgicas, descritas
como antiinflamatoério, anticarcinogénico, antiviral, antioxidante (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002)

A Farmacopéia Brasileira (2004) ou outros Compéndios oficiais ainda
nao contemplam as especificacbes técnicas de qualidade para a grande
maioria das tinturas e extratos fluidos vegetais, assim, cabe ao fornecedor, as
industrias farmacéuticas ou farméacias magistrais a determinacdo dos teores de
principios ativos desejados no insumo. O Ministério da Agricultura determina
para o prépolis, o teor de 11% p/v de extrato seco no minimo, e de 2,3 mg/mL
de flavondides totais expressos em quercetina (equivalente a 0,25% m/m).
Nesse estudo, a concentracdo de quercetina foi de 1,22 %,concentracao
inferior a concentrac@o proposta como ideal pelo Ministério da Agricultura, mas
em conformidade com as concentracfes indicadas por outros estudos. Essa
guantidade menor pode ser a causa de poucas concentracdes se mostrarem
inibidoras de crescimento de S. aureus e C. albicans e nenhuma inibir P.

aeruginosa..

Essa concentracdo reduzida de quercetina no propolis utilizado nesse
estudo pode ser decorrente de baixa concentracdo de flavondides no prépolis
obtido nessa regidao do Estado de S&o Paulo, ou porque a sua concentracao
diminui gradativamente com o passar do tempo, desde sua obtencdo. Isso
também precisa ser sistematicamente avaliado, bem como, como fazer para

sua conservacao satisfatoria.
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Apesar de considerar a baixa concentracdo de quercetina no propolis
utilizado nesse ensaio, a utilizagdo de concentracbes maiores de propolis nas
diluicdes poderiam ter oferecido maior atividade inibitoria para S. aureus e C.
albicans.

Como o propolis parece ndo ser toéxico para o ser humano (NIKULIN et
al.,1979), sua atividade antifungica e antimicrobiana deve ser sistematicamente
avaliada in vitro e in vivo até se tornar efetivamente alternativa de tratamento,
principalmente quando de candidiase recorrente ou de resisténcia de resposta
a medicacdo padrdo. E tdo importante quanto determinar sua atividade
antimicrobiana, deve-se padronizar adequado modo de uso e conservagao do

produto.

A despeito do uso empirico e indiscriminado, corre-se o risco de perder
seu potencial terapéutico, devido a possibilidade de desenvolver

microrganismaos resistentes.
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7- CONSIDERACOES FINAIS

o O propolis apresenta potencial atividade inibitéria de crescimento de

bactérias e fungos.

o Através dos estudos realizados, observou-se que o prépolis acarreta
redugéo no crescimento de leveduras do género Candida in vitro, sugerindo
assim, seu uso como substancia terapéutica no tratamento e alternativa
complementar no combate antifiingico da candidiase vaginal, principalmente na

doenca recorrente, e uma diminui¢cdo no uso de antifingicos classicos.

o E necesséario avaliar a composicdo quimica do produto e o modo
adequado de conservacdo, para que seus componentes quimicos e suas

propriedades farmacoldgicas ndo se percam apds sua obtencao.

o A metodologia utilizada pode interferir no julgamento de poder inibir o
crescimento do microrganismo, pois 0 método de disco mostra inibicdo de
crescimento e na técnica de macrodiluicdo € possivel verificar além da

diminuicao de crescimento, reducdo na formacao de pseudohifas,

o Neste estudo observou-se reducdo na formacdo de pseudohifas de C.

albicans, indicando efeito satisfatorio de inibicdo de crescimento da levedura.

o N&o se observou significativo poder inibitorio do propolis sobre as cepas
de bactérias avaliadas.
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