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1- Resumo

O Staphylococcus spp. € o principal causador da mastite, uma inflamacao das
glandulas mamarias em bovinos e que traz sérios prejuizos a producao leiteira.
Estes microorganismos podem produzir uma forma subclinica da doenca, que pode
se tornar dificil de tratar, podendo ainda tornar-se crénica nos animais acometidos.
O presente trabalho teve como objetivo, determinar a atividade antimicrobiana da
prépolis contra isolados de Staphylococcus spp. obtidos de casos de mastite bovina,
bem como, analisar as principais propriedades quimicas de seus compostos. Além
disso, buscou-se verificar a sensibilidade simultédnea entre a propolis e a oxacilina
nos isolados de Sthaphylococcus spp. Para avaliagcado da atividade antibacteriana da
propolis foi utilizada a metodologia de microdiluigdo para determinacdo da
concentragdo bactericida minima (CBM). O teste de sensibilidade a oxacilina foi
realizado pelo teste de difusdo em disco Kirby Bauer modificado. O perfil quimico do
extrato foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau, para fendlicos totais e o
método de Dowd para flavonoides totais. Foi verificada uma sensibilidade de 70/77
isolados (90,9%) dos Staphylococcus spp., testados para o Extrato etandlico de
propolis A e 64/77 isolados (83,1%) para o estrato etandlico de prépolis B. Com
15/77 isolados (19,48%) apresentando resisténcia ao antimicrobiano oxacilina e
62/77 (80,52%) isolados sensiveis a oxacilina. A concentragdo bactericida minima
encontrada para a maior parte das amostras foi de 68,7ug/ml. Sendo 22/77 isolados
(31,4%) das amostras para o extrato de propois A e uma concentragao de 137,5
Mg/ml para 36/77 amostras (46,7%). Obteve-se uma composicéo fitoquimica de
126,22mg (12,62%) para o extrato A e 73,12mg (7,31%) para o extrato B em
relacdo a fendlicos totais em miligrama de acido galico por grama de extrato de
propolis e 51,06mg (5,10%) para o extrato A e 17,45mg (1,74%) para o extrato B de
flavondides totais em miligramas de quercetina por grama de extrato de prépolis e
um residuo seco de 11,52% do extrato A e 10,37% para o extrato B. Verifica-se uma
sensibilidade simultdnea por parte dos isolados frente a propolis e oxacilina. O
maior efeito bactericida foi evidenciado pela propolis A contra os isolados de
Staphylococcus spp uma vez que a quantidade de compostos fendlicos e
flavondides esta diretamente relacionada a acdo antibacteriana da propolis e

também a propolis A. A prépolis A apresentou uma concentragdo maior desses
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compostos. Comparando-se concentragbes maiores ou iguais a 68,7 pg/ml
evidenciou-se que a propolis A é mais eficiente que a prépolis B. Pelo método de
HPLC foi evidenciada a presenca de acido cinamico, (principal responsavel pela
atividade antibacteriana) em maior quantidade na propolis A. Dessa forma o
presente estudo verificou a intensa atividade antimicrobiana do extrato etandlico de
prépolis, quando comparado com antimicrobianos convencionais, e por tratar-se de
um produto natural representa uma importante contribuicdo para a saude publica
pois nao deixa residuos prejudiciais a saude no leite, ndo causando contaminagéo

ou poluicado muito prejudicial ao meio ambiente.

Palavras-chave: difusdo, flavonoides, sensibilidade
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1. Abstract

Staphylococcus spp. is the main cause of mastitis, an inflammation of the udder in
cattle and causes serious damage to milk production. These microorganisms can
produce a subclinical form of the disease, which can become difficult to treat, and
may become chronic in affected animals. This study aimed to determine the
antimicrobial activity of propolis against isolates of Staphylococcus spp. obtained
from cases of bovine mastitis, as well as analyze the main properties of chemical
compounds. In addition, we sought to investigate the sensitivity of simultaneous
propolis and oxacillin in Staphylococcus spp isolates. To evaluate the antibacterial
activity of propolis was used microdilution methodology for determining the minimum
bactericidal concentration (MBC). The sensitivity test was conducted by the oxacillin
disk diffusion test modified Kirby Bauer. The chemical profile of the extract was
determined by Folin-Ciocalteau method for total phenolic and Dowd method for total
flavonoids. It was verified a sensitivity of 70/77 isolates (90.9%) of Staphylococcus
spp., Tested for ethanolic extract of propolis isolated A and 64/77 (83.1%) for the
stratum of propolis ethanolic B. With isolated 15/77 (19.48%) showing resistance to
antimicrobial oxacillin and 62/77 (80.52%) isolates sensitive to oxacillin. The
minimum bactericidal concentration found for most of the samples was 60.7 g /
ml. Since 22/77 isolates (31.4%) of the samples to extract A and proposes a
concentration of 137.5 mg / ml for 36/77 samples (46.7%). We obtained a
phytochemical composition of 126.22 mg (12.62%) to extract A and 73.12 mg
(7.31%) to extract B in relation to total phenolic content in milligrams of gallic acid per
gram of propolis extractmg and 51.06 (5.10%) to extract the mg and 17.45 (1.74%)
for total flavonoids extract B in milligrams of quercetin per gram of propolis extract
and a dry residue of 11.52% The extract and 10.37% for the extract B. There is a
simultaneous sensitivity on the part of the isolates against propolis and oxacillin. The
greatest bactericidal effect was evidenced by the propolis against Staphylococcus
spp isolated since the amount of phenolics and flavonoids is directly related to the
antibacterial action of propolis and propolis also A. Propolis A showed a higher
concentration of these compounds. Comparing concentrations greater than or equal
to 60.7 mg / ml showed that propolis is more effective than the propolis B. By using

an HPLC showed the presence of cinnamic acid, (responsible for the antibacterial
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activity) in greater quantities in propolis A. Thus the present study found a strong
antimicrobial activity of ethanolic extract of propolis, compared with conventional
antibiotics, and this is a natural product represents an important contribution to public
health because it leaves no harmful residues in milk health, not causing

contamination or pollution very harmful to the environment

Key Words: diffusion, flavonoides, sensibility
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2 - Introducgao Geral

A produgéo de leite no Brasil € da ordem de vinte bilhées de litro/ano,
sendo importada para atender o mercado interno tem sido importada uma
quantidade de dois bilhdes de litros nos ultimos anos. O rebanho leiteiro dos
Estados Unidos, que é de aproximadamente nove milhdes de animais, menor
que o brasileiro, porém sua producéo anual esta na ordem dos setenta bilhdes
de litros (LEVISON e JAWETZ, 1998). A baixa produtividade nacional
determina sérias conseqiéncias econdmicas e sociais, sendo reflexo de varios
fatores como, o fraco potencial genético dos animais, manejo inadequado,
mao-de-obra néo qualificada, baixo nivel de tecnologia, politica econdmica
ineficiente e a existéncia de varios problemas sanitarios nos rebanhos, tais
como a mastite que é uma das maiores causas de perdas na producgéo leiteira
(COSTA, 1999).

Em Pernambuco, esta crescendo segundo o IBGE, (2007), a producgéo
leiteira do estado cresce em ritmo acelerado, possuindo o quarto maior
rebanho da regido Nordeste, porém aparece como o segundo maior produtor
de leite da regido, perdendo apenas para estado da Bahia. Silva et al. (2008)
cita que 81% do territério (sobretudo o Agreste pernambucano), apresentam
condigbes estressantes para o gado de leite, muito relacionadas ao clima,
ameacando toda a producédo leiteira do estado, afetando principalmente
animais de alto nivel de producéo, representando perdas que variam de 0,85 a
5,70 kg de leite por animal ao dia .

Esse fator climatico pode desencadear diversos problemas no rebanho
leiteiro pois, por se tratar de rebanhos em criacdo extensiva, facilita bastante a
ocorréncia e a proliferacao de doencgas devido as altas temperaturas na maioria
das vezes aliadas a falta de sanidade nos rebanhos, ao estresse e debilidade
organica dos animais, com isso os produtores utilizam indiscriminadamente
diversos antimicrobianos. As altas temperaturas e variagdes constantes do
clima também podem alterar a distribuicdo das pragas, além de diminuir a
qualidade e a produgéo de plantas forrageiras, prejudicando os animais em
lactagdo (SIROHI e MICAELOWA, 2007). Além de fatores sanitarios que
influenciam na qualidade do leite, dos quais destacam-se: os zootécnicos,

associados ao manejo, saude da glandula mamaria, alimentagdo e potencial
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genético dos rebanhos aquém do esperado, entre outros (SANTOS e
FONSECA, 2001). A agua utilizada na lavagem de equipamentos e outras
tarefas e a falta de higiene com as glandulas mamarias sdo fatores que
facilitam bastante a contaminacdo do leite pelos chamados patdégenos
ambientais. E de fundamental importancia que a agua utilizada nesses
procedimentos seja potavel e livre de coliformes e de outros microrganismos
contaminantes (COUSIN e BRAMLEY, 1981). E necessario uma imersdo das
glandulas mamarias em solugéo antisséptica, além de uma boa higienizacéo
das méos dos ordenhadores a fim de se evitar a contaminag&o das glandulas
por microrganismos trazidos pelo ordenhador, além dos equipamentos de
ordenha que devem ser bem higienizados, melhorando assim a qualidade
higiénica e microbiolégica do leite, uma exigéncia cada vez maior nos
mercados consumidores do Brasil e do Mundo (EDMONDSON, 2002, SANTOS
et al.,2003).

O uso indiscriminado de antimicrobianos para o combate da mastite
bovina seleciona microrganismos patogénicos resistentes aos principais
farmacos disponiveis no mercado. A utilizagdo de técnicas de biologia
molecular como a Polymerase Chain Reaction ou PCR, pode ser usado para
caracterizagao dos principais patégenos que acometem os rebanhos bovinos,
pode representar uma boa forma de diagnéstico para doengas em rebanhos
bovinos, contudo ndo € muito acessivel aos produtores podendo melhorar a
eficacia na aplicacdo de antibiéticos e o uso de produtos naturais com
propriedades antibacterianas, pode representar O6timos resultados na
erradicacao desses patdégenos. Sendo que técnicas que utilizam marcadores
genéticos para a deteccdo de isolados que possuem resisténcia a agentes
antimicrobianos, sobretudo em infeccbes de carater cronico, vem também
ajudando muito no combate de doengas bacterianas especialmente a mastite
bovina (CUSHINE e LAMB, 2005).

Marcucci (1995) estudando as propriedades de extratos de propolis
verificou uma intensa atividade antibacterina, antiinflamatéria e, sobretudo,
imunoestimulante. Os produtos apicolas, a cada dia ganham mais espacos na
terapia de varias doencas, dentre elas a mastite bovina. Dentre as vantagens
do uso de propolis cita-se boa eficiéncia terapéutica com menores taxas de

toxicidade, e resisténcia microbiana, além de baixa resisténcia aos
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antimicrobianos. As abelhas Apis melifera além do mel produzem outras
substancias como geléia real e propolis, que tem sido associadas com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes, destacando-se dentre elas as
propriedades terapéuticas da propolis (WESTON, 2000; NAGAI et al., 2001,
NAGAI e INOUE, 2004; STOCKER et al., 2005).

O controle de qualidade, o valor nutricional e 0 monitoramento de
residuos téxicos, bem como o combate a contaminagcdo bacteriana em
alimentos tem se destacado recentemente como os principais itens de
interesse publico, devido aos altos prejuizos causados pelos microrganismos,
sobretudo, os Staphylococcus, principais causadores da mastite (IBANEZ e
CIFUENTES, 2000).

Dessa forma os produtos oriundos da abelha Apis melifera, tem sido
amplamente estudados, e aplicados como de suplementos na alimentac¢ao, em
funcdo da sua ampla atividade biolégica que os mesmos apresentam no que
diz respeito, sobretudo, a atividade antimicrobiana.

Objetiva-se no estudo avaliar o perfil quimico e atividade antibacteriana
‘in vitro” de dois extratos etandlicos comerciais de prépolis contra
Staphylococcus spp. causadores de mastite bovina, relacionando-os com a

resisténcia a oxacilina.



3 - Referencial Teérico

3.1. Mastite

O leite constitui uma das principais fontes de proteinas na alimentagao
de animais jovens e de humanos de todas as idades. Além disso, ele é
praticamente o unico alimento para os animais e humanos na primeira etapa da
vida. O leite mais usado na alimentacdo humana é o bovino, seguido pelo
caprino (SGARBIERI, 1996). Assim, é preciso que o leite e os seus derivados
apresentem condicdes higiénicas, sanitarias e microbiolégicas adequadas. E
imprescindivel que o leite a ser ingerido seja isento de qualquer tipo de
contaminagao por agentes patogénicos e por qualquer residuo de antibioticos
(COVA, 1984).

O termo mastite tem sua origem no idioma grego mastos que significa
‘mama”, e istis, que significa “inflamacgéo”. Portanto, mastite é a inflamacao da
glandula mamaria, podendo ser causada por agentes fisicos, quimicos ou
infecciosos, sendo a maioria dos casos de origem infecciosa e geralmente
causada por bactérias (QUINN, CARTER e MARKEY, 1994).

A mastite constitui a doengca que mais afeta a sanidade dos rebanhos
leiteiros (PHILPOT e NICKERSON, 2002; KORHONEN e KAARTINEN, 1995).
A mastite pode ser classificada considerando-se a forma de apresentacdo em
clinica e subclinica. A clinica se caracteriza por leite visivelmente anormal e
pela evidéncia de graus variados de inflamacéo do ubere (calor, tumefagao e
dor) (SMITH, 1994). Essa forma de mastite pode ter efeitos medianos quando
ocorrem apenas mudancas no aspecto do leite, enquanto que a forma
hiperaguda da doenca €& caracterizada por uma severa sintomatologia
sistémica (RADOSTITS et al., 1994; National Mastits Council, 1998). Ja a forma
subclinica da mastite ocorre pela infec¢cao da glandula mamaria aumentando a
contagem das células somaticas (CCS) e células de descamacao do epitélio,
acima de 500000 células/mL (National Mastits Council, 1998). Este aumento no
namero de leucdcitos é influenciado principalmente pelo estado infeccioso
(HARMON, 1994), mas outros fatores como a fase de lactacdo, idade do
animal, estagcdo do ano e varios tipos de estresse podem influenciar a

contagem de células somaticas, sendo de pouca importancia se nao ocorre
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infeccdo concomitante da glandula mamaria (RENEAU, 1986; HARMON,
1994). A mastite subclinica € diagnosticada por provas como o “Califérnia
Mastits Test — CMT (SCHALM e NOORANDER, 1957), essa forma de mastite
responde por até 95% dos casos no rebanho (FONSECA e SANTOS, 2000).

A mastite também pode ser classificada em contagiosa e ambiental,
considerando-se as caracteristicas do agente etiologico (FONSECA e
SANTOS, 2000). A forma contagiosa ocorre quando as bactérias sao
transferidas da glandula mamaria de vacas infectadas para outras sadias,
através de equipamento de ordenha contaminado, pelos bezerros ao mamar ou
pelas maos dos ordenhadores. A ambiental ocorre quando bactérias distintas
da glandula mamaria tém acesso a glandula por meio do esfincter da teta,
causando a mastite (SMITH, 1994).

Os microrganismos que comumente causam mastite podem ser
derivados de dois grupos, baseando-se na sua origem: patdgenos ambientais e
patdbgenos contagiosos. Os contagiosos estdo adaptados a sobrevivéncia no
interior da glandula mamaria. Por outro lado os patdbgenos ambientais séo
melhores descritos como invasores oportunistas do ubere, ndo adaptados a
sobreviver no seu interior, vivendo no ambiente contaminado que apresenta
condigbes sanitarias precarias, fornecendo o ambiente perfeito para a
proliferacdo desses microrganismos (WATTS, 1988). Os coliformes sao as
mais representativas desta categoria de patdbgenos causadores da mastite
(SMITH, 1994).

Na Costa Rica os relatos de Graaf e Dwinger (1996), demonstram as
perdas na producédo de leite em vacas com mastite subclinica, onde foram
estimadas em 1,56 kg de leite ao dia, por vaca, totalizando perdas na producgéo
de 17,6% em média, por quarto mamario afetado.

A mastite € considerada a doenga que causa Os maiores prejuizos
econdmicos a producgdo leiteira, pois na maioria dos rebanhos leiteiros n&o
existe um programa de controle efetivo. As principais causas dessas perdas
sdo: diminuicdo na producéo de leite, custo de tratamento, leite descartado,
descarte precoce dos animais doentes e redugdo na qualidade do leite.
Representando um prejuizo de 200 a 300 ddlares por vaca, chegando a um
total de 1,5 a 3,0 bilhdes de dolares por ano (HOGAN e SMITH, 1997). A

mastite causa uma inflamacao das glandulas mamarias, que provoca grandes
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prejuizos diminuindo drasticamente a qualidade do leite. Também ocasiona
prejuizos a industria de laticinios (REBHUN, 2000), chegando a reduzir a
produtividade de leite em até 50%, e uma perda leiteira de 15% por vaca a
cada ano (LADEIRA, 2007).

3.2. Agentes etiolégicos da mastite

Os patégenos contagiosos mais importantes da mastite bovina s&o:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae.
Dentre os patégenos ambientais, destaca-se a Escherichia coli e o
Streptococcus uberis (MENDONCA et al., 1999). Os agentes bacterianos que
tém sido apontados como os maiores responsaveis pelos casos de inflamacgéo
mamaria, sao as bactérias do género Staphylococcus spp, causando inumeros
casos de mastite intramaria em ruminantes (CONTRERAS, et al., 2007).

Bactérias, de maneira geral, apresentam resisténcia a agentes
antimicrobianos, sendo essa caracteristica de extrema importancia,
principalmente, quando levado em consideragdo o manejo de animais de
criacado como, por exemplo, os bovinos. Em especial pode ser citada a ampla
resisténcia de  Staphylococcus spp. aos antimicrobianos nestes
microrganismos, sendo que estes estdo agrupados em familias génicas. Como,
por exemplo, podem ser citados os genes: tet (P), (K), (L), (O), (T) e (W) de
resisténcia a tetraciclinas, erm (A), (B) e (C) de resisténcia a eritromicina, blaZ
para beta lactdmicos e o gene mec (A) para meticilina e principalmente
observa-se bactérias resistentes a oxacilina (VANCRAEYNEST et al., 2004). A
média de resisténcia aos antimicrobianos por isolados de Staphylococcus spp.
obtidos de casos de mastite pode ser observado na tabela 1, onde se verifica
grandes discrepancias associados ao tipo de droga analisada.

O uso de antimicrobianos traz consigo perdas econbmicas, pela
proibicdo da comercializagdo de leite e seus derivados contendo residuos de
antibiéticos e outros componentes bacteriostaticos, uma vez que interferem na
fabricagcdo de alguns produtos lacteos e trazem riscos a saude da populagéo
que os consome (BISHOP et al., 1984; JOHNSSON, 1993).



Tabela1- Resultados referentes a resisténcia in vitro dos principais agentes
etiolégicos isolados de casos de mastite em bovinos leiteiros a alguns

antimicrobianos.

Antibibticos Staphylococcus spp (%) resisténcia

1 2 3
Penicilina 11,3 52,8 39,1
Ampicilina 56,5 52,8 39,1
Oxacilina 10,6 77,8 21,7
Tetraciclina N/A 41,7 21,7
Lincimicina N/A 44,5 N/A
Eritromicina 12,9 N/A 13
Estreptomicina N/A N/A 47,8
Sulfazotrin 14,3 5,6 0
Gentamicina 10,6 11,2 8,7
Cefalotina 3,2 19,5 13
Enrifloxacina 3,2 N/A 17,4
Neomicina 10,3 8,4 0
Kanamicina N/A N/A 4.3
Cefoxitina 11,3 N/A 13

Fonte: 1 Santos e Tanaka,1990; Pimenta, 2 Reis e Souza, 2005; 3 Oliveira,
et al., 2011,. N/A — N&o analisado.

3.3. Propolis

A palavra propolis tem sua origem no idioma grego, sendo que pro
significa “em defesa de” e polis significa “cidade”, (MARCUCCI, 1996;
BURDOCK, 1998). E uma substancia com consisténcia de resina ou cera
(KUJUMGIEV et al., 1999). As abelhas recolhem essa substancia em brotos,
cascas de arvores e partes vegetais variadas, transportam-na para a colmeia,
adicionando cera e secrec¢des salivares, alterando, a sua composi¢ao quimica
(GHISALBERTI, 1979). As abelhas usam a prépolis para fechar frestas na
colmeia, envolvendo e eliminando invasores indesejados (CRANE, 1997).

A propolis apresenta consisténcia e colorag&o variada, assim como sua
composigcaéo depende da biodiversidade do pasto apicola (PARK et al., 2000).
Seus componentes quimicos (mais de 200 substancias) estdo distribuidos
entre 0s seguintes principios ativos: acidos fendlicos, flavondides,
sesquiterpenos, lignanas, aldeidos aromaticos, alcodis, aminoacidos, acidos
graxos, vitaminas e minerais (PARK et al., 2002), além de acido cinadmico

(Figura 1) e seus ésteres (MARCUCCI, 1995), bem como os diterpenos
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(BANSKOTA et al., 1998). A composigcdo quimica da propolis varia de acordo
com os fatores como: flora apicola que apresenta uma grande diversidade ao
longo do pais (cerrado, caatinga, mata atlantica etc), a geografia do local e até
mesmo a genética da abelha, pois isso vai causar uma variagdo nos compostos
misturados pela abelha a resina vegetal coletada (VELOSO - JUNIOR, 2000).

@

N OH

Figura 1 — Acido cinamico — Fonte: Tiosan.

No geral, a prépolis é composta de 50% de resina e balsamo de
vegetais, 30% de cera, onde apresenta o maior numero de impurezas, 10% de
Oleos aromaticos, 5% de poélen e 5% de diversas substancias (SILVA et al.,
2008). Sendo a principal substancia biologicamente ativa da préopolis os
compostos denominados de flavondides (GUISALBERTI, 1979; PARK et al.,
1998), os principais responsaveis pelas a¢des antiinflamatoria, antimicrobiana e
antifangica (CUSNHIE e LAMB, 2005). Essas atividades estdo relacionadas
conjuntamente com os derivados do acido cinamico e seus ésteres e os
diterpenos (SALATINO et al., 2005).

A pinocembrina, galangina, acacetina, apigenina, quercetina, rutina,
rhamnetina e chrisina sdo os flavondides mais encontrados e estudados
(BANKOVA et al., 1995; BONVEHI et al., 1994; MATTOS et al., 1999).

A prépolis é usada empiricamente desde a antiguidade por civilizagdes
consideradas por possuirem alto grau de desenvolvimento como os egipcios,
maias, gregos e romanos (BONTEMPO, 2008). As diversas acdes
farmacologicas da prépolis vém sendo estudadas cientificamente nos ultimos
anos, principalmente utilizada na prevencao de enfermidades infecciosas em
seres humanos. A gama de produtos farmacéuticos a base de prépolis vem
crescendo nos ultimos anos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2005).

A propolis possui um longo histérico de combate a doengas de diversos

tipos em especial as causadas por Staphylococcus spp., varios estudos vem



demonstrando sua agéo contra bactérias Gram-positivas, também revelando
que a proépolis teria o efeito de coordenar a agédo de antibidticos selecionados
contra isolados bacterianos. Entretanto, ndo se tem dados conclusivos a
respeito da agdo da propolis contra Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (CASTALDO e CAPASSO, 2002, YILDIRIM et al., 2004, OTA et al.,
2001, GORDIEN et al., 2009).

A possibilidade da combinagdo de extratos de propolis com
antimicrobianos podera permitir a reducdo da dose clinica de determinados
antimicrobianos e, assim, diminui a incidéncia de efeitos colaterais. Também
potencializara a aplicacdo da terapéutica antimicrobiana no tratamento de
infeccobes em que a resisténcia bacteriana torna-se fator determinante
(MIRZOEVA, 1997).

No Brasil, os estudos a respeito da propolis comegaram entre o final da
década de 70 e comego dos anos 80 (MAKASHVILI, 1975). Segundo
Bontempo (2008), a prépolis verde brasileira &€ considerada a melhor e mais
eficiente do mundo, pelo fato do Brasil apresentar clima e meio ambiente
favoraveis para as abelhas produzirem prépolis com essa qualidade superior.
Esse produto possui além das propriedades terapéuticas citadas, acredita-se
que possa apresentar efeitos anestésicos e fatores de prevencédo ao céncer
(DOBROWOLSKI, 1991; TSAKOFF, 1978), pois o principio ativo da propolis €
termicamente estavel, conservando sua acao antimicrobiana mesmo apés ser
submetida a temperatura de 100°C por meia hora (PYORALA e PYORALA,
1998).

Reacdes alérgicas a propolis podem ocorrer, mas teoricamente ela é
relativamente atoxica (SANTOS et al., 1999). Essa reacao anafilatica pode ser
uma resposta de hipersensibilidade, mas esse mecanismo nao esta totalmente
elucidado (PAULINO, 1999). Burdock (1998), nao observou nenhuma reacgao
alérgica em 90 camundongos que receberam propolis na dose de 1400 mg/kg
ao dia.

Devido as varias propriedades bioldégicas da prépolis, seu uso vem
crescendo intensamente, assim como na medicina familiar e em produtos
domésticos e alimenticios (BURDOCK, 1998).



3.3.1 Atividade Antioxidante

As moléculas ou atomos que possuem um ou mais elétrons nao
pareados, apresentando fungdo oxidante ou redutora de elétrons, recebem o
nome de substancias reativas ao oxigénio. Sendo produzido em processos
metabdlicos, atuando como mediadores, transferindo elétrons e participando
em processos bioquimicos, desempenhado fungdes relevantes no organismo
(MOREIRA e SHAMI, 2004).

O acumulo excessivo de substancias reativas ao oxigénio pode levar a
diversos danos a célula, além do desenvolvimento de doencas (artrite,
diabetes, catarata, cancer e cardiopatias) (MOREIRA e SHAMI , 2004).

Antioxidantes s&o substancias, que em baixas concentragdes no
organismo, regeneram o substrato, prevenindo significativamente a oxidagéo
do mesmo (HALLIWELL, 2000).

A industria de alimentos, de cosméticos, de bebidas vem utilizando
compostos antioxidantes, visto que, os proprios medicamentos aumentam a
geracao intracelular desses radicais (HALLIWELL et al., 1995 ).

O extrato etandlico e aquoso de prépolis apresentam uma atividade
antioxidante bastante significativa (PARK et al., 1998). Sendo essa atividade
conferida pela presenca de flavondides na sua constituigdo (PRATT e BIRAC,
1979).

Comparando-se a atividade antioxidante do mel com a geléia real e a
propolis, notou-se que a propolis mantém suas caracteristicas farmacologicas
por um periodo muito maior mesmo quando mantida a 100°C (NAGAI et al.,
2001). Existindo assim uma correlacdo muito grande entre o poder de
antioxidante da prépolis e sua quantidade de fenodis, pois os mesmos
combatem os compostos oxidantes produzidos na célula, evitando problemas
fisiologicos em seu interior (BURATTI et al., 2006)

Isla et al. (2001) encontraram alta atividade antioxidante de um tipo de
propolis argentino, estando correlacionado com o conteudo fendlico, contudo
acreditam que outros fatores podem estar envolvidos.

A liberagédo de enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase é

potencializada pela propolis (BONAN e COHEN, 1992), principalmente na
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presenca de radicais alquilas, aldeidos e cetdnicos, barrando a proliferacao ou
destruindo esses radicais livres (BUCKLEY et al., 1995).

3.3.2 Atividade Antimicrobiana

A propolis exerce diversas atividades bioldégicas no organismo, das quais
se destaca o poder antimicrobiano, que atua eficientemente sobre varios
microrganismos. Esta caracteristica tem despertado o interesse de varios
pesquisadores a fim de elucidar o mecanismo principal associado a atividade
antimicrobiana (SFORCIN, 1999).

Entre os principais mecanismos associados as suas atividades
antibacterianas podemos citar a desorganizagédo do citoplasma, da membrana
plasmatica e da parede celular (LEVY, 1999). Dessa forma, os antimicrobianos
como a propolis podem inibir a capacidade de crescimento de microrganismos
(PARADISI et al., 2002). Principio este ligado intimamente a presenca de
compostos como flavondides e fenois (HULIN et al., 1998).

A atividade antibacteriana é demonstrada por meio da concentrac&o
inibitéria minima (CIM) e concentragédo bactericida minima (CBM), avaliando
substancias com potencial antimicrobiano conforme a mudang¢a de cor nas
microplacas com reagentes especificos para cada microrganismo analisado
(CABRAL et al., 2008).

Sendo, que a atividade antimicrobiana da propolis é largamente relatada,
apresentando um efeito inibitério intenso sobre o crescimento microbiano
(NAGAI et al., 2006).

Mostrou-se também que tanto o mel quanto a prépolis provenientes de
Apis melifera e Tetragonisca angustula demonstraram acéo antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, confirmando também que as amostras de mel
apresentam atividade, contudo, esta foi mais baixa quando comparada com a
propolis (MIORIN, 2003). O extrato etandlico de propolis também apresenta
acgao antimicrobiana contra o Staphylococcus aureus (LEE et al., 2005).

Amostras de proépolis de diferentes origens geograficas apresentaram
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli;
antifungica contra Candida albicans e antiviral, contra virus da influenza aviaria.

A propolis tem combatido ativamente fungos e bactérias Gram positivas, e
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também demonstrando o maximo de atividade antiviral (KUJUNGIEV et al.,
1999).

Amostras da zona temperada apresentam efeitos antibacteriano,
antifungico e antiviral, assim como as oriundas das zonas tropicais apesar de
apresentarem substéancias diferentes, logo, a combinagdo de diferentes
substancias é essencial para o efeito biolégico da prépolis (KUJUNGIEV et al.,
1999).

Meresta e Meresta (1985) constataram a sensibilidade de 75 cepas de
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. ao extrato de prépolis, dessas, 69
foram caracterizados como altamente sensiveis a propolis.

A atividade antimicrobiana de duas amostras de prépolis provenientes
do Chile foi mostrada mediante a determinagdo de CIM e CBM, utilizando-se
cepas ATCC de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
comprovando a atividade antibacteriana especialmente contra o
Staphylococcus aureus, o qual apresentou menores CBM (VALDES, 1996).

A atividade antimicrobiana da propolis deve-se especialmente aos
flavondides pinocembrina (Figura 2) e galangina (Figura 3) (BANKOVA et al.,
1995). Esta atividade também tem sido relacionada ao acido benzdico e
fendlico (DONADIEU, 1980, FERNANDES JR,1995). Em estudo desenvolvido
por Mirzoeva et al. (1997), o extrato etandlico de propolis apresenta atividade
bactericida, pela presenca de muitos ingredientes ativos e labeis, apresentando

maior efeito contra bactérias Gram positivas.
O 8 I OoH
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Figura 2 — pinocembrina — Fonte: Tiosan
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Figura 3 — galangina — Fonte: Tiosan

O extrato de propolis mostrou um sinergismo com alguns
antimicrobianos de uso comum, onde amostras de Staphylococcus aureus,
com resisténcia a , alguns antimicrobianos apresentaram-se sensiveis numa
CIM menor do que quando tratado apenas com medicamento antibacteriano
mostrando uma eficiéncia 70% maior das amostras testadas com a
combinacgao proépolis-antimicrobiano (KEDZIA e HOLDERNA, 1986). Esta acéo
sinérgica também foi comprovada frente a varias drogas antimicrobianas como:
penicilina G, doxicilina, estreptomicina, cloxacilina, clorafenicol, cefradina,
ampicilina e polimixina B, mas apenas quando a prépolis foi incorporada numa
concentragdo de 600 mg/ml (KROL et al., 1993). Essas drogas agem
diretamente na formacao da parede celular bacteriana impedindo a formagéo
da camada de peptidioglicano, contudo na presenca do gene mecA, ha uma
baixa afinidade aos R3-lactamicos, formando um mutante resistente a oxacilina
(BOYLE-VAVRA et al., 2003, KATAYAMA et al., 2004).

Acredita-se que a combinacdo de extratos de propolis com
antimicrobianos, possa levar a uma reduc¢do na quantidade destes farmacos,
assim, a pressdo para emergéncia de cepas resistentes, bem como a
diminuigéo nos efeitos colaterais e, principalmente, nos residuos de substanias
antimicrobianas em produtos de origem animal, especialmente, no leite e no
meio ambiente (MIRZOEVA et al., 1997).

Quando se compara os compostos quimicos, responsaveis pela
atividade antibacteriana, ndo se encontram nenhum efeito sinérgico com os
compostos de natureza quimica responsaveis pela atividade antioxidante, ao
se comparar as fragcdes do extrato de propolis vermelha e o extrato puro
(CABRAL, 2008).

13



3.3.3 Uso de prépolis no tratamento da mastite bovina

O primeiro tratamento com extrato de propolis no combate da mastite
bovina foi realizado por Mirolyubov e Barskov (1980), sendo utilizadas nesse
ensaio, pomadas a base de propolis. Em animais portadores de mastite serosa
e catarral, administrou-se uma pomada com 2% de extrato etandlico de
propolis, ja na mastite purulenta e hemorragica, aplicou-se a pomada a 5%,
ambas pela via intramamaria, aplicando-se 5 ml duas vezes ao dia e 7 ml
durante a noite. Dessa forma, as pomadas de concentracédo 2% e 5%
apresentaram um 6timo efeito no tratamento da mastite, encurtando o processo
de cura.

Cepas de Staphylococcus aureus, testadas in vitro e isoladas de mastite
bovina, foram submetidas a tratamento com extratos de propolis originarios da
Polbénia, mostraram uma concentracao inibitéria minima (CIM) em torno de 80
mg/mL (MERESTA e MERESTA, 1985b).

O tratamento da mastite bovina com extrato de prépolis, resultou numa
recuperacédo completa em 86,6% dos casos de mastite aguda, 91% das
causadas por Staphylococcus aureus, 10% das ocasionadas por Candida
albicans, 85% das associadas a Escherichia coli e 84% das mastites causadas
por Streptococcus spp. mostrando assim uma acgédo bastante efetiva no
tratamento de enfermidades associadas a patdgenos resistentes (MERESTA et
al., 1989).

O extrato etandlico de propolis em estudos in vitro demonstra 6timos
resultados devido a sua agao de inibir o crescimento microbiano, pois, impede
a divisao celular, leva a bacteridlise, ja que produz defeitos na parede celular,
desorganiza o citoplasma, além de inibir a sintese proteica (TAKAISI-KIKUMI,
SCHILCHER, 1994). Devido a esses fatores inibitérios um estudo realizado por
Pinto (2000), mostrou que o extrato de prépolis limitou ou parou por completo o
crescimento bacteriano em amostras de bactérias Gram-positivas, sendo
ineficaz quando testada com bactérias Gram-negativas.

O uso prolongado e indiscriminado de antimicrobianos em tratamentos
de mastite bovina € o responsavel pelo desencadeamento de resisténcia em
diversas cepas de microrganismos, em especial S. aureus coagulase positiva
(TAVARES, 2000).
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Alternativas de tratamento da mastite vém sugerindo o emprego do
extrato etandlico de propolis, auxiliando na diminuicdo dos prejuizos
econdmicos gerados em rebanhos leiteiros, tornando o produto mais seguro a
saude publica e ao meio ambiente, uma vez que ha queda acentuada de
residuos das substéncias antimicrobianas nos produtos de origem animal
(TAVARES, 2000).
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4.1-Composigao quimica e atividade antimicrobiana do extrato etandlico de

prépolis frente a isolados de Staphylococcus spp. obtidos de mastite bovina.

Jarbas Freitas Amarante’, Marcia de F. Ribeiro?, Mateus Matiuzzi da Costa’.

1 — Universidade Federal do Vale do S&o Francisco — UNIVASF
2 — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — CPATSA - EMBRAPA

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo determinar a atividade antimicrobiana
da prépolis contra isolados de Staphylococcus spp. obtidos de casos de
mastite bovina provenientes de propriedades leiteiras da regido Nordeste, bem
como analisar as suas propriedades quimicas principais. Além disso, buscou-
se demonstrar uma ac¢ao simultanea de resisténcia e a sensibilidade entre a
propolis e a oxacilina frente a isolados de Sthaphylococcus spp. Na avaliagéo
da atividade antibacteriana da préopolis foi utilizada a metodologia de
microdiluicdo para determinagéo da concentragéo bactericida minima (CBM).
O teste de sensibilidade a oxacilina foi realizado pelo teste de difusdo em disco
Kirby Bauer modificado. O perfil quimico do extrato foi determinado pelo
método de Folin-Ciocalteau, para fendlicos totais e o método de Dowd para
flavonoides totais. Foi verificada uma sensibilidade de 70/77 dos isolados,
(90,9%) dos Staphylococcus spp. para o extrato de propois A e 64/77 dos
isolados (83,1%) para a propolis B. Com 62/77 isolados sensiveis a oxacilina e
15/77 apresentando resisténcia ao antimicrobiano. A concentragéo bactericida
minima (CBM) encontrada para a maior parte das amostras foi de 68,7ug/ml
22177 (31,4%) das amostras para propolis A e uma concentracao de 137,5
pg/ml para 36/77 (46,7%) Comparando-se concentragcdes maiores ou iguais a
68,7 pg/ml evidenciou-se que a propolis A é mais eficiente que a prépolis B.
Assim como uma composi¢ao quimica de 126,22mg (12,62%) para o extrato A
e 73,12mg (7,31%) para o extrato B de fendlicos totais por miligrama de acido
galico por grama de extrato de propolis e de 51,06mg (5,10%) para o extrato A
e 17,45mg (1,74%) para o extrato B de flavonoides totais por miligrama de
quercetina por grama de extrato de prépolis e um residuo seco de 11,52% do

extrato A e 10,37% para o extrato B. Também evidenciando que os fatores
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antioxidantes da propolis estdo ligados diretamente com a presenca de
compostos fendlicos e de flavondides. Demonstrando uma sensibilidade
simultanea por parte da prépolis e da oxacilina frente aos isolados bacterianos.
Com maior efeito por parte da propolis A em relacdo a B, pois se demonstra
uma menor Concentragéo Bactericida Minima da prépolis A contra os isolados
de Staphylococcus spp, visto que a quantidade de compostos fendlicos e
flavondides estdo diretamente ligadas a acédo antibacteriana da proépolis e
também a propolis A € mais eficiente por apresentar uma concentragédo maior
desses compostos. Como foi evidenciado pelo método de HPLC a presenga de
acido cinamico, em maior quantidade na prépolis A em relagcdo a propolis B.
Dessa forma o presente estudo verificou a intensa atividade antimicrobiana do
extrato etandlico de propolis, quando comparado com antimicrobianos
convencionais, e por tratar-se de um produto natural representa uma
importante contribuicdo para a saude publica pois ndo deixa residuos
prejudiciais a saude no leite, ndo causando contaminagdo ou poluicdo muito

prejudicial ao meio ambiente.

Palavras-chave: compostos fendlicos, microdiluicdo, Staphylococcus

resistentes a oxacilina.
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4.2- Chemical composition and antimicrobial activity of ethanolic extract of
propolis against isolates of Staphylococcus spp.obtained from bovine mastitis.

Jarbas Freitas Amarante, Marcia de F. Ribeiro, Mateus Matiuzzi da Costa.

1 — Universidade Federal do Vale do S&o Francisco — UNIVASF
2 — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — CPATSA - EMBRAPA

ABSTRACT

This study aimed to determine the antimicrobial activity of propolis against
isolates of Staphylococcus spp. obtained from cases of bovine mastitis from
dairy farms in the Northeast, and analyze their main chemical properties. In
addition, we sought to demonstrate a simultaneous action of resistance and
sensitivity between propolis and oxacillin against isolates of Staphylococcus
spp. In assessing the antibacterial activity of propolis was used microdilution
methodology for determining the minimum bactericidal concentration
(MBC). The sensitivity test was conducted by the oxacillin disk diffusion test
modified Kirby Bauer. The chemical profile of the extract was determined by
Folin-Ciocalteau method for total phenolic and Dowd method for total
flavonoids. It was verified a sensitivity of 70/77 of the isolates (90.9%) of
Staphylococcus spp. proposes to extract A and 64/77 isolates (83.1%) for
propolis B. With oxacillin-susceptible isolates 62/77 and 15/77 presenting
antimicrobial resistance. The minimum bactericidal concentration (MBC) found
for most of the samples was 68.7 mg / ml 22/77 (31.4%) of propolis samples A
and a concentration of 137.5 mg / ml in 36/77 (46.7%) comparing
concentrations greater than or equal to 60.7 mg / ml showed that propolis is
more effective than the propolis B. As a chemical composition of 126.22 mg
(12.62%) to extract A and 73.12 mg (7.31%) to extract total phenolic B per
milligram of gallic acid per gram of propolis extract and 51 , 06mg (5.10%) to
extract A and 17.45 mg (1.74%) to extract B per milligram of total flavonoids
quercetin per gram of propolis extract and a dry extract of 11.52% A and
10.37% for the extract B. Also showing that the antioxidant properties of
propolis factors are directly linked with the presence of phenolic compounds

and flavonoids.Demonstrating a sensitivity of propolis by simultaneous and
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oxacillin against the bacterial isolates. With the greatest effect of propolis by A
with respect to B, because it shows a lower minimum bactericidal concentration
of propolis against Staphylococcus spp isolates, since the amount of phenolic
compounds and flavonoids are directly linked to the antibacterial action of
propolis and also The propolis is more efficient because it has a higher
concentration of these compounds. As evidenced by the HPLC method the
presence of cinnamic acid, in greater quantities in propolis propolis in relation to
the B. Thus the present study found a strong antimicrobial activity of ethanolic
extract of propolis, compared with conventional antibiotics, and this is a natural
product represents an important contribution to public health because it leaves
no harmful residues in milk health, not contamination or pollution causing very

harmful to the environment.

Word-key: fendlicos, microdilui¢do, oxacilina.
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INTRODUCAO

No Brasil, a produgdo de leite, como outros seguimentos da atual
sociedade é uma atividade cada vez mais competitiva, totalizando 25,4 bilhées
de litros anualmente. Dessa forma, o importante na produgéo é cada vez mais
a busca pelo lucro na tentativa de suprir o mercado nacional. Os problemas
com microrganismos patogénicos acarretam a diminui¢cdo da secrecgao lactea,
enfraquecendo e prejudicando a capacidade de produgéo, além de representar
importante risco a saude publica (IBGE, 2007).

A mastite caracteriza-se por uma inflamacdo da glandula mamairia,
geralmente de carater infeccioso, podendo ser classificada em clinica e
subclinica. A mastite clinica apresenta sinais evidentes tais como: aumento da
temperatura, endurecimento, dor na glandula, pus, grumos, bem como
formacdo de edema, provocando assim diversas alteragdes indesejaveis nas
caracteristicas do leite (FONSECA e SANTOS, 2000).

A forma subclinica ndo apresenta alteragbes macroscopicas e sim
alteragbes na composicéo do leite, ndo aparecendo sinais de inflamagéo no
ubere (CULLOR et al, 1994, KRUMPERMAN, 1983). O leite proveniente de
vacas contaminadas com mastite apresenta modificagdes consideraveis em
sua composicéo, alterando dessa forma, suas caracteristicas organolépticas,
fisicas, quimicas e microbiologicas (VIANNI e LAZARO, 2003).

No Brasil, segundo Brant e Figueiredo (1994), € alta a prevaléncia de
mastite subclinica, com indices variando de 44,8% a 97% e a redugao da
producéo de leite situa-se entre 24,4% e 43,0%.

Varios sao os agentes etiologicos causadores da mastite bovina, cerca
de 140 espécies diferentes, onde se observa a predominancia de bactérias dos
géneros Staphylococcus e Streptococcus (SCHOCKEN — ITURRIN et al.,
1996). Dentre os agentes etiologicos mais isolados em casos de mastite
subclinicas, destacam-se os Staphylococcus coagulase positivos e coagulase
negativos, os Streptococcus spp. e o Corynebacterium bovis (MENDONCA et
al., 1999).

A proépolis revelou-se como um importante fator de combate aos
microrganismos devido a seu potencial antimicrobiano, anti-inflamatorio e

imunoldgico, tanto na medicina humana e principalmente na medicina
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veterinaria, sobretudo, no tratamento de animais de producdo (PEDRINI &
MARGATHO, 2003). Os tratamentos convencionais no combate da mastite
bovina trazem alto custo a producédo, além de levar a uma resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos, levando-se a busca de alternativas
fitoterapicas, sendo a propolis o principal composto desses tratamentos, porém,
nem todo esse tratamento tem respaldo cientifico, necessitando de mais
estudos na area (CRISAN et al., 1995, TAVARES, 2000). A atividade
antibacteriana da propolis baseia-se, sobretudo na presenca de compostos
denominados flavondides, sendo sua acao verificada principalmente sobre a
parede celular bacteriana, desorganizando a sua sintese e a consolidagao na
bactéria (BANKOVA, 1995, BONVEHI, 1994, GRANGE,2005, LANGONI,
1994).

Assim, objetivou-se Avaliar o perfil fisico quimico e atividade
antibacteriana “in vitro” de dois extratos etandlicos comerciais de prépolis
contra Staphylococcus spp. causadores de mastite bovina, relacionando-os

com a resisténcia a oxacilina.

MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi executado no laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, no
Campus de Ciéncias Agrarias, municipio de Petrolina no Estado de

Pernambuco, no periodo de 2010 a 2011.

Amostras

Foram utilizadas 77 isolados de Staphylococcus spp. obtidos de casos
de mastite bovina provenientes de propriedades leiteiras da regido Nordeste do
Brasil e armazenados na bacterioteca do laboratério. Para seu uso, os isolados
foram repicados em Agar TSA (Tryptone Soy Agar). Foram testados trés
isolados mutiresistentes, sendo uma de MRSA e duas de ATCC, identificadas
como ATCC 6538 e ATCC 25923.
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Prépolis

Os isolados bacterianos foram testados frente a duas propolis
comerciais sendo uma proveniente da regido sudeste mais especificamente do
Estado de Sao Paulo- SP, identificado como extrato A e outra do Estado da
Bahia, identificado como extrato B. Ambos forma usados nos testes de
atividade antibacteriana e analises de composi¢cdo quimica das amostras de

extrato etandlico de propolis.

Microdiluicao e Concentragao Bactericida Minima (CBM)

As amostras semeadas em meio de cultura TSA (Tryptone Soy Agar),
foram inoculadas em tubos contendo 3 mL de meio MH (Mueller Hinton caldo),
em média foram inoculadas de 3 a 4 colbnias. Incubou-se o MH a 37°C por 24
horas de acordo com CSLI (2006).

ApoOs 24 horas, turvou-se o meio a 0,5 na escala de Mac Farland (1x108
UFC/mL). Inoculando-se a suspenséao 0,1 ml (MH+inéculo), em tubos contendo
9,9 ml de caldo Mueller Hinton (NCCLS, 2002). Logo ap0s, procedeu-se a
microdiluicdo colocando-se 200 ul de caldo MH, puro e estéril em cada pogo da
microplaca, procedendo-se logo em seguida a diluicdo do extrato de prépolis,
colocando-se 200 ul de extrato no primeiro pogo, seguindo-se uma diluicdo de
1:2 e descartando-se os ultimos 200 pl. Em seguida inoculou-se 10 pl de caldo
MH contendo os microrganismos em cada pog¢o, além de pogos contendo
controles positivo e negativo, incubou- se por 24 horas a 37°C. Apds 24 horas
inoculou-se o conteudo de cada pogo da microplaca em placas de petri,
contendo MH, incubou-se por 24 horas a 37°C. A menor concentragdo onde
nao foi observado crescimento no agar é considerada a CBM, todas as

amostras foram inoculadas em triplicata (LENNETTE et al., 1985).

Teste de sensibilidade a oxacilina

O teste de sensibilidade foi realizado pelo método de difusdo em disco
Kirby-Bauer modificado (BAUER et al., 1966; CSLI, 2006), com turvagéo

microbiana na escala 0,5 de Mac Farland em caldo MH. As amostras foram
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transferidas com swab estéril para placas de agar Mieller Hinton, nesta
aplicou-se os discos contendo oxacilina (1ug). As placas formam incubadas em
estufa durante 24h a 37°C.

Determinacgao de fendlicos totais

A quantificagdo de compostos fendlicos foi realizada pelo método Folin-
Ciocalteau, que envolve a redugao do reagente pelos compostos fenolicos das
amostras com concomitante formacdo de um complexo azul cuja intensidade
aumenta linearmente a 760 nm, conforme descrito por SWAIN e HILLS (1959)

A quantidade total de fendis do extrato foi quantificada por meio de uma
curva padrédo preparada com acido galico. Para a reacdo colorimétrica, uma
aliquota de 0,5 ml da solugédo aquosa de extrato (concentragao 10 mg.ml ,foi
adicionada de 2,5 ml de solu¢do aquosa do reativo Folin-Ciocalteau a 10% e
2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5%. A mistura foi incubada por 5 minutos em
banho-maria a 50 °C e, posteriormente, a absorbancia foi medida a 760 nm
usando-se o branco como referéncia, que se constituiu de metanol e
comparada com a curva padrdo de acido galico em cinco pontos de
concentracédo (4, 8, 16, 24, 36 pg/ml). Y=0,0064x+0,4174, onde y é a
absorbancia e x é a concentragao; R?=0,9577 (Anexo 1). A quantificacéo dos
compostos fendlicos nos extratos das amostras foi realizada em ftriplicata,
expresso essa quantidade de fen6is em mg de equivalente de acido galico por
grama de extrato de propolis, considerando o teor de extrato seco das

mesmas, conforme descrito por Roesler (2007).

Determinacgao de flavonodides

O conteudo total de flavondides foi determinado pelo método de Dowd
adaptado. Utilizando-se 500ug de sulfato de aluminio (Alx(SO4)3) a 5% em
metanol e misturada em 0,4 ml da amostra. Quanto a absorbancia, foi realizada
a leitura a 300 nm apds 30 minutos de repouso na auséncia de luz, usando
como branco o metanol. O conteudo total de flavonoides foi determinado
usando uma curva padréo de quercetina em cinco concentragdes (1, 5, 10, 20,

40 pg/ml). Y=0,0198x+0,3552, onde “y” é a absorbancia e “x” é a concentracéo;
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R?=0,9807 (Anexo 2). O contetido total de flavondides foi expresso como mg de
equivalente de quercetina por grama de extrato de propolis, considerando o

teor de extrato seco das mesmas, conforme descrito por Lee (2003).

Residuo seco (solidos soluveis em metanol)

Uma aliquota de 5 ml do extrato etandlico prépolis, foi transferida para
capsula de porcelana seca (aquecida em estufa a 105°C, por 2 h, resfriada em
dessecador e pesada) e o conjunto levado a estufa pré-aquecida a 105°C,
onde permaneceu por 2 h. Apés resfriamento em dessecador, o conjunto foi
pesado. O processo de aquecimento, resfriamento e pesagem do conjunto foi
repetido com intervalos de 1 h, até se atingir massa constante (quando a
diferenca entre duas pesagens consecutivas nao excedeu 5 mg). Esta analise
foi realizada em triplicata e o teor de residuo seco (solidos soluveis em
metanol) calculado pela razdo entre a massa de residuo depositada no cadinho
e a massa inicial da propolis bruta extraida, correspondente a aliquota de 5 mL,
conforme descrito por Instituo Adolfo Lutz (1976); Brasil (2001); European
(2002).

Analise por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

O sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
consistiu em duas bombas de solvente modelo SCL-10Avp, equipado com um
detector com arranjo de diodos SPDM20O (Shimadzu, Corp., Kyoto, Japan). As
amostras foram injetadas em um injetor do tipo Rheodyne 7125i com um loop
de capacidade para 20 uL. A separagado cromatografica foi feita com uma
coluna C-18 (25 cm x 4.6 mm x 5um, Shimpack CLC-ODS), pré-coluna C-18
SULPELCO 4,0 mm. Para as analises dos flavondides foi usado agua:acido
formico (99:1, solvente A) e Metanol (Solvente B) como fase movel e para os
derivados de acidos foi usado agua:acido férmico (95:5, solvente A) e Metanol
(Solvente B). A condicao cromatografica foi: 0-15 min 20% B, 15-20 min 30% B,
20-30 min 40% B, 30-40 min 40% B, com o fluxo de 1.0 ml/min. Para
monitoramento foi utilizado o comprimento de onda de 290 nm e temperatura
de 40 °C (DALMORA, et. al., 1997).
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Analise Estatistica

Foram realizadas analises de significancia das amostras a 1% e 5%,

utilizando o software modelo Proc Gun do SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos de prépolis apresentaram atividade antimicrobiana sobre a
cepa clinica de MRSA e ATCC. Foram testadas trés amostras multi
resistentes, sendo uma de MRSA e duas de ATCC, identificadas como ATCC
6538 e ATCC 25923, sendo que as trés apresentaram atividade para as duas
propolis na concentracdo de 68,7 pg/mL, demonstrando uma atividade de
100% para as amostras analisadas.

De acordo com Cos et al. (2006) é de fundamental importancia que nos
testes de atividade antimicrobiana de produtos naturais, sejam avaliadas cepas
de referéncia multirresistentes, como as avaliados no presente estudo.

Da mesma forma, para analise da atividade antibacteriana da propolis,
foram utilizados 77 isolados de Staphylococcus spp. provenientes de casos de
mastite bovina, das quais, 70/77 (90,9%) foram sensiveis a prépolis A e 64/77
(83,1%) foram sensiveis a propolis B (figura 1). Esses resultados assemelham-
se aos encontrados por Loguercio et al. (2006), onde a sensibilidade dos
isolados de Staphylococcus coagulase-positivo foi de cerca de 94,4% frente ao
extrato etanodlico de prépolis. Concordando também com os resultados de
Coelho et al. (2010) que encontraram uma sensibilidade de 90,5% para o
extrato de propolis em animais com mastite. Também Funari (2006) com uma
sensibilidade de 94% para isolados de Staphylococcus spp. obtidos de casos
de mastite, assim como os estudos de Trusheva et al., 2010, encontraram
atividade antibacteriana significativa de mais de 90% em um extrato de propolis
iraniano.

A atividade antibacteriana frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas esta relacionada a presenca de ingredientes ativos, sendo a propolis
mais efetiva contra os microrganismos Gram-positivos porém apresentam
alguma atividade em Gram-negativos (MIRZOEVA et al., 1997, KUJUMGIEV,

et. al., 1999). A razdo para isto ainda ndo é bem conhecida, contudo, Vargas
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et. al. (2004), acreditam que apesar das Gram-negativas apresentarem uma
parede mais delgada sua constituicdo mais complexa e a presenga de um alto
teor de lipideos, possivelmente provoque uma maior resisténcia de bactérias
Gram-negativas a extratos etandlicos de propolis.

No teste para avaliar a CBM obteve-se 68,7 pg/ml, para 22/77 (31,4%)
das amostras testadas frente a prépolis A. Por outro lado, a concentragao
obtida no menor numero de isolados de Staphylococcus spp. foi de 8,6 pg/mi
com 2/77 (2,8%) dos isolados também para propolis A. Para prépolis B o maior
numero de isolados foi encontrado na concentracédo de 137,5ug/ml, para 36/77
(46,7%) e o menor numero foi encontrado na concentracdes de 17,1ug/ml, 4,3
pg/ml e 2,1 pg/ml, com 1/77 amostra cada um (1,3%). Estes resultados estao
representados na tabela 1. Quando comparados o numeros de isolados com
CBM maior ou igual a 68,7 ug/ml verificou-se um maior numero de isolados
para a propolis B 57/77 (74,02%) do que para a prépolis A 37/77 (48,05%),
indicando assim que a prépolis A foi ativa numa menor concentragcdo. Sendo
que para Cos et. al.(2006), a concentracao ideal estaria entre 100-150ug/ml
sugerindo uma menor eficiéncia quando comparada aos dados do presente
estudo. Assim como Lilkenbaun e Barbosa (1994), que encontraram
concentragdes entre 126,23ug/ml a 185,7ug/ml, muito inferior a concentracao
obtida para a propolis A. Assim como as concentragées encontradas por
Santos et al. (2002), que foram de 64 e 256 ug/ml em um extrato proveniente
de Minas Gerais, similar aos observados em nosso estudo. Contudo, Rhajaoui
et al. (2001), encontraram uma concentragao inibitéria menor de 31ug/ml, para

o extrato de propolis.

Tabela 1 — Concentragdo bactericida minima (CBM) de isolados de

Staphylococcus spp. frente a extrato etandlico de prépolis

Concentragdo Bactericida Minima (ug/ml)

n 550 275 1375 68,7 343 17,1 8,6 4,3 21 11 0,53 0,26

ExtA 77 o0d 2d 13c  22a 19 12c 2d od od od od od
ExtB 77 Oe 2d 36a 19b 4c le Oe le le Oe Oe Oe

(a, b, c, d, e, melhor tratamento em ordem crescente)

No presente estudo, 15 isolados foram resistentes a oxacilina. Nestes, a
sensibilidade a propolis também foi menor. Este fato pode estar relacionado a

alteragdes na parede celular, freqientemente associados a multirresisténcia
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em Staphylococcus spp (BOSIO 2000; GRANGE et al.,, 2005; UZEL et al.,
2005). Da mesma forma tém sido comprovados que a propolis, em particular a
presenca dos flavondides, aumentam a atividade de certas drogas
antimicrobianas, em especial os beta lactdmicos (STAPLETON et al., 2004). A
atividade dos flavondides simultdnea com os beta lactdmicos pode estar
associada a alteragdes estruturais na PBP2a, inibicdo de pB-lactamases,
inibicio do mecanismo de efluxo, desestabilizacdo da membrana
citoplasmatica e inibicao da topoisomerase (LECHNER et al., 2008; LIU et al.,
2009; EUMKESB et al., 2010; FUJITA et al; 2005; KUSUDA et al., 2006). Dessa
forma observa-se na figura 1, uma sensibilidade simultanea entre os extratos
etandlico de propolis e a oxacilina. As amostras que foram resistentes a
prépolis também se demonstraram resistentes a oxacilina, ao passo que, os
microrganismos sensiveis a propolis também foram sensiveis a oxacilina.
Estudos futuros poderdo ser realizados efetivando combinacdo entre
antimicrobianos e prépolis, a fim de, testar a eficacia das substancias (SILVA et
al., 2005).

Atualmente os produtos naturais representam uma fonte importante de
antimicrobianos, visando principalmente suplantar a resisténcia bacteriana,
com a descoberta de produtos naturais bioativos, que venham substituir os
antimicrobianos convencionais que nao sao mais tao eficazes frente a isolados
bacterianos (SILVEIRA et al., 2006; SILVA et al., 2005; SUFFREDINI et al.,
2006).
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Figura 1 — Atividade antimicrobiana das propolis sobre os isolados de
Staphylococcus spp. obtidos de mastite em bovinos e sensiveis e resistentes a
oxacilina.

Estudos realizados in vitro com propolis vém demonstrando sua intensa
atividade antimicrobiana, principalmente pela presenga de compostos
flavonoides, acidos aromaticos e ésteres (FREITAS et al., 2005;PINTO et al.,
2001). Os teores encontrados de fendlicos totais e flavonoides totais nas duas
amostras de préopolis comercial foi de 126,22 mg (12,62%) para o extrato A e
73,12 mg (7,31%) para o extrato B equivalente de acido galico por grama de
extrato de prépolis, e de 51,06 mg (5,10%) para o extrato A e 17,45mg (1,74%)
para o extrato B equivalente de quercetina por grama de extrato de propolis de
acordo com os limites estabelecidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), com um percentual minimo de fendlicos totais “.de 5%
e um percentual minimo de flavonéides totais de 0,5% (BRASIL, 2001) (Tabela
2). Esses resultados corroboram com o estudo de Ashraf e Bassuony (2009),
que também encontraram compostos fendlicos e flavonéides em amostras de
propolis do Egito. As concentragbes de fendlicos totais e flavonoides totais
variam em decorréncia de diferentes fatores, que envolvem; ecologia da flora
(PARK et al., 2002), pelo periodo de coleta da resina (ROCHA et al., 2003),
pela genética da abelha rainha (PARK et al., 1998), da flora local e regiao de
coleta, entre outros (BANKOVA, 2005; SOUSA et al., 2007). Os valores
encontrados neste trabalho estdo dentro dos padrdes determinados por outros

autores, sendo que os valores de flavondides totais foram menores que o de
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fendlicos totais (MOREIRA et al., 2008, KALOGEROPOULOS, et al., 2009). O
perfil cromatografico para as amostras de propolis sdo semelhantes,
apresentando compostos fenodlicos. Pelos espectros de UV obtidos é possivel
sugerir que os principais picos podem ser derivados de acidos cinamicos, ou
seja, o pico de coloragédo azul representando a intensidade de acido cindmico
para a propolis A, sendo que, o pico de coloragdo rosa representando a
intensidade de acido cinamicio para a propolis B (Anexo 3). Presume-se que o
acido cinamico esteja diretamente ligado a atividade antimicrobiana da prépolis,
ja que a propolis brasileira apresenta um maior predominio de acidos fendlicos
em relacdo aos flavondides, encontrando comumente derivados de &cidos
cinamicos (BANKOVA, 2005, POPOVA et. al., 2005, SFORCIN, 2007)

Tabela 2- Resultados da analise de fendis e flavonoides totais e limites
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Anilise Teor(%)A Média/ Teor(%)B Média/desvio  Requisito do
desvio padrao B MAPA
padrao A
Fendlicos 12,62%, 12,62%+0,01 7,31%, 7,31%+0,01 Minimo de
totais 12,63%, 7,32%, 5,0%
12,61% 7,30%
Flavondides 5,12%, 5,10%+0,02 1,76%, 1,74%%0,02 Minimo de
totais 5,10%, 1,74%, 0,5%
5,08% 1,72%

O teor de residuo seco foi representado pelos seguintes percentuais:
11,52% do extrato A e 10,37% do extrato B de matéria seca. Sendo esses
resultados imprescindiveis para determinacao do teor de fendis e compostos
flavonois nas amostras de extrato etandlico comercial de préopolis.

Estatisticamente as amostras testadas com o extrato de propolis A foram
significativas em nivel de 1% pois p< 0,01, assim como também foi significativo
em nivel de 5%, pois p< 0,05. Sendo o melhor tratamento o quatro 22/77
amostras e os piores tratamentos o dois e sete com 2/77 amostras. Ou seja,
letras diferentes significam padrdes estatisticos diferentes. Os tratamentos
representados na tabela 1.

As amostras testadas com o extrato de prépolis B foram significativas
em nivel de 1% pois p< 0,01, assim como também foi significativo em nivel de

5%, pois p< 0,05. Sendo que o melhor tratamento é o trés com 36/77 amostras
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e os piores tratamentos foram o seis, oito e nove com 1/77 amostra, pois letras
diferentes representam diferengas estatisticas entre as amostras.Os

tratamentos estao representados na tabela 1.

CONCLUSAO

Caracteriza-se uma alta sensibilidade dos isolados de Staphylococcus
spp. obtidos de casos de mastite bovina quando tratados com extrato etandlico
de prépolis.

Ha relacao entre a sensibilidade a propolis e a sensibilidade a oxacilina.

Os extratos de propolis sdo ativos contras as amostras de referéncia
utilizadas(isolado clinico de MRSA e ATCC 6538 e ATCC 25923).

Os extratos das propolis (A e B) sdo mais eficazes sobre isolados de
Staphylococcus spp. sensiveis a oxacilina, apontando para um sinergismo de
efeito entre estes compostos.

A composicéo quimica esta dentro dos padrdes estabelecidos, pois os
compostos fenodlicos e flavondides estdo diretamente ligados as atividades
antioxidantes e antimicrobianas da propolis.

Demonstra-se que a propolis € um étimo antimicrobiano no combate de
microrganismos patogénicos em especial Staphylococcus spp. e por se tratar

de um fitoterapico ndo deixa residuos, como os antibioticos convencionais.
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5. Consideragées Finais

Os isolados de Staphylococcus spp. obtidos de casos de mastite bovina
demostraram uma grande sensibilidade aos extratos etandlicos de propolis.Os
extratos de propolis foram ativos contras as amostras de referéncia utilizadas
(isolado clinico de MRSA e ATCC 6538 e 25923)

Os extratos das propolis (A e B) foram mais eficazes sobre isolados de
Staphylococcus spp. sensiveis a oxacilina, apontando para uma acao
simultédnea entre os compostos analisados.

A composicao quimica das propolis analisadas esta dentro dos padrdes
estabelecidos. Sendo evidenciado que os compostos fendlicos e flavondides,
0s quais estdo diretamente ligados as atividades antioxidantes e
antimicrobianas da proépolis.

A prépolis apresenta um grande potencial antimicrobiano no combate de
microrganismos patogénicos em especial Staphylococcus e por se tratar de um
fitoterapico ndo deixa residuos toxicos a saude publica , além de na
representar riscos para O meio ambiente, como o0s antimicrobianos

convencionais.
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ANEXO1

Curva Padrio de Acido Galico
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ANEXO 2

Curva Padrao de Quercetina
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ANEXO 3

Cromatograma do perfil dos compostos fendlicos (acido
cindmico) da propolis da Apis melifera. Cromatograma preto:
Préplis A, azul, Prépolis B, rosa: . Comprimento de onda 290
nm.
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