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INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

Caracteristicas Gerais do Staphylococcus aureus

Pertencentes a familia Micrococcaceae, os Staphylococcus aureus (S.
aureus) sao cocos Gram positivos, imoveis, nao esporulados, anaerébios
facultativos, catalase e coagulase positivos e tipicamente ndo encapsulados ou com
formacao limitada de capsula polissacaridica. Seu tamanho varia de 0,5 a 1,5 ym de
didmetro, podendo ocorrer em formas irregulares de cachos de uvas, isolados,
pares, tétrades ou cadeias curtas'"®. A Fig. 1 representa S. aureus de diferentes

formas, corados pela técnica de Gram e observados ao microscépio.
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FIGURA 1: Microscopia da coloragao de Gram do S. aureus

Fonte:http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/08/Staphylococcus aureus Gram.jpg

(26 Fev, 2009)



Estes micro-organismos se encontram amplamente distribuidos no meio
ambiente, sendo a pele e mucosas de mamiferos e aves o seu principal habitat". O
percentual de portadores nasais varia de 30% a 50% e é mais elevado entre
pessoas que trabalham em ambientes hospitalares®. Geralmente, os S. aureus
apresentam uma relacao benigna ou simbidtica com seus hospedeiros, mas podem
tornar-se patogénicos ao atingir os tecidos através de traumas na barreira cutanea,

inoculagdo por agulhas ou implantes de dispositivos médicos contaminados'".

As doencas causadas pelos S. aureus podem ser classificadas em
superficiais, invasivas, téxicas ou mistas. Estes agentes sdo considerados uma das
bactérias patogénicas mais importantes devido a ampla gama de infecgdes
provocadas, sendo localizadas, geralmente superficiais, até algumas disseminadas,
com elevada gravidade. Sua importancia clinica tem crescido principalmente devido
ao aumento da freqUéncia de infecgbes hospitalares graves causadas por cepas

multirresistentes®,

O desenvolvimento de infeccbes oportunistas € decorrente de fatores que
predispdem o individuo e de caracteristicas do micro-organismo que contribuem
para sua capacidade de produzir a doenga, denominados fatores de viruléncia®. As
infeccdes estafilocdcicas podem ser causadas por micro-organismos colonizantes do
proprio individuo (infecgdes enddgenas) ou adquiridos de portadores ou doentes

(infecces exdgenas), sendo através de contatos diretos ou indiretos®.
Os principais fatores de predisposicao do individuo sao:

» Lesbes cutaneas;
» Presenca de corpos estranhos;

= Infecgbes por outros agentes;



Administragéo profilatica ou terapéutica de agentes antimicrobianos;

AlteracGes na destruicao intracelular das bactérias apos fagocitose;

Alteragdes quimiotaticas dos leucocitos;

Alteragdes na opsonizagao por anticorpos®.
Dentre os fatores de viruléncia expressos pelos S. aureus, os de maior
relevancia sao:

» Presenca de capsula polissacaridica protegendo-os da fagocitose;

» Presenca de peptideoglicano e acidos teicdicos integrados a parede celular
ativando a via alternativa do sistema complemento e estimulando a produgao
de citocinas;

= Presenca da proteina A que se liga as imunoglobulinas da classe IgG
impedindo que estes anticorpos interajam com as células fagocitarias e,
assim, protegendo o micro-organismo contra a fagocitose;

= Presenca de proteinas que se ligam a fibronectina, colageno e fibrinogénio e
atuam como adesinas, promovendo a colonizagéo dos tecido;

» Produgéo de toxinas como citotoxinas, superantigenos e um terceiro tipo que
degrada moléculas de adesdo das células epiteliais cutaneas. As citotoxinas
como alfa-toxina e leucocidina possuem a capacidade de matar leucdcitos.
Entretanto, os superantigenos estimulam os linfocitos T a liberar citocinas, as
quais provocam choques;

» Producdo de enzimas extracelulares como coagulase, catalase,

desoxirribonucleases, lipase, proteases entre outras que promovem a
hidrélise de diferentes proteinas e moléculas, gerando nutrientes utilizaveis

pelo S. aureus e facilitando a sua disseminac&o pelos tecidos®.



Caracteristicas Gerais da Prépolis

A palavra propolis é derivada do grego pro, em defesa, e polis, cidade, ou
seja, em defesa da colméia™®®. Suas propriedades anti-sépticas e antiinflamatérias
sdo conhecidas desde a antiguidade, tendo sido utilizadas pelos sacerdotes
egipcios, gregos e outras civilizagcbes em unguentos e em cremes para embalsamar
®)

A propolis € formada por material resinoso e balsdmico coletado pelas
abelhas meliferas de diferentes exsudatos de plantas, tais como secrecdes de
arvores, folhas e flores as quais as abelhas acrescentam secrec¢des salivares, cera e
pélen para a elaboracéo do produto final ©7.

Seu emprego na vida da col6nia esta relacionado com suas propriedades
mecanicas, sendo utilizada na construcdo e adaptacdo da colméia, e
antimicrobianas, garantindo um ambiente asséptico "®.

A sua composicado depende do local de coleta, condicdes ambientais, origem

591011 A propolis possui composicdo quimica

vegetal e espécies das abelhas!
complexa, cuja coloracdo pode variar do amarelo claro, marrom esverdeado ao
negro'?. De uma maneira geral, a composicdo da prépolis inclui 50% de resinas e
balsamos (compostas por flavondides e acidos fendlicos relacionados), 30% de cera,
10% de 6leos essenciais, 10% de polen e minerais!'®'®).

Estudos realizados mostram que mais de trezentas substancias foram
identificadas em amostras de prépolis, com predominancia de flavonédides, aldeidos
aromaticos, cumarinas, acidos aromaticos e alguns oligoelementos, tais como:
aluminio, vanadio, ferro, calcio, manganés, estréncio e vitaminas Bi, By, Be €
C(12’16’17’18).

Aos flavonoides e acidos fendlicos tém sido constatadas grande parte

das atividades atribuidas & propolis!”.



Relevancia

O uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos tem
levado a selecdo de micro-organismos patogénicos mutantes resistentes a esses
compostos, tornando o uso de antimicrobianos de origem natural uma alternativa
eficaz e econdémica. O problema da resisténcia microbiana é crescente!'?,
especialmente para patdégenos nosocomiais. Opcoes terapéuticas para estas
infeccbes sao frequentemente limitadas, principalmente em pacientes debilitados e
imunocomprometidos. Dentre os patdgenos nosocomiais, cepas de S. aureus
resistentes a meticilina e vancomicina, Enterococcus spp. multirresistentes e
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) resistente a cinco ou mais antibiéticos sao
os isolados bacterianos mais freqiientes®”. A perspectiva de uso de drogas
antimicrobianas no futuro € incerta. Portanto, devem ser tomadas atitudes que
possam reduzir este problema como racionalizar o uso de antibiéticos, desenvolver
pesquisas para melhor compreensdo dos mecanismos genéticos de resisténcia e
continuar o estudo de desenvolvimento de novas drogas, tanto sintéticas como

naturais'®.



REVISAO DA LITERATURA




1.1 Revisao da Literatura

1.1.1 Propolis

A prépolis € conhecida por suas propriedades biol6gicas tais como:
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria, imunomodulatéria, hipotensiva,
cicatrizante, anestésica, anticancerigena, anti-HIV e anticariogénica®'”:18:21:22.23)

A amplitude das atividades farmacol6gicas da propolis € superior em zonas
tropicais do que em regides temperadas devido a maior diversidade vegetal das
areas tropicais em relacdo as temperadas®®.

A propriedade antimicrobiana da prépolis € amplamente relatada, sendo
destacada sua acdo sobre S. aureus, Streptococcus pyogenes (S. pyogenes),
Candida spp e sobre inimeros outros micro-organismos®®. Foi verificado também
que bactérias Gram positivas se mostram mais sensiveis que as Gram negativas aos

extratos de propolis®®17:23:2429)

Os motivos para a menor atividade antibacteriana da prépolis em bactérias
Gram negativas ndo sao conhecidos. Acredita-se que apesar da estrutura menos
rigida da parede celular estas sdo quimicamente mais complexas e possuem um
teor lipidico maior do que as Gram positivas. Tais caracteristicas podem estar

relacionadas com a maior resisténcia deste grupo frente a extratos de propolis® 9.

A prépolis tornou-se objeto de estudos quimicos e farmacoldgicos ha cerca de
30 anos. Entretanto, somente a partir da ultima década (1990) cientistas comegaram
a comprovar que amostras diferentes de propolis poderiam ser diferentes em relagéo

a composicido quimica e atividades bioldgicas''?.



A composicdo quimica da prépolis depende da flora local e também de
caracteristicas geograficas, climaticas e da variabilidade genética das

59.10.11.22) - Assim, as variabilidades quimicas de diferentes amostras de

abelhas'
propolis induzem a concluir que as propriedades seriam também diferentes.
Entretanto, na maioria dos casos ndao é o que ocorre. Na verdade, a prépolis é
responsavel por defender as abelhas contra infec¢des, portanto, as atividades
antibacterianas e antifingicas estdo presentes em diferentes amostras®%2226 A
similaridade em muitos outros tipos de atividades € menos 6bvia, mas é fato. Ou
seja, 0s compostos quimicos responsaveis por proporcionar tais atividades sao

diferentes, mas levam a resultados similares!'®'".

Assim, o fato de que diferentes composi¢cdes quimicas da propolis
apresentarem atividades semelhantes e, em alguns casos, até da mesma ordem de

magnitude, é impressionante.

Estudos comparativos sdo importantes para a padronizagdo da propolis e
posteriormente para aplicacoes terapéuticas. Estes resultados irdo relacionar
composicées quimicas particulares de determinadas prépolis para promover
atividades biologicas especificas €, em seguida, formular recomendacdes clinicas.
Assim, o publico em geral podera beneficiar-se das propriedades da prépolis como

parte da Medicina Complementar‘'?.

Estudos demonstraram que amostras de propolis com origens geograficas
diversas apresentam grandes diferengas nas composi¢des quimicas, entretanto,
todas exibem significantes atividades antibacteriana, antifingica e na maioria delas

antiviral. Tais resultados demonstram que em diferentes amostras, as atividades



antimicrobianas dependem do sinergismo entre os diversos compostos quimicos

presentes®910:11.26)

Entretanto, a determinagao da concentracao inibitéria minima (CIM) de extrato
etandlico de propolis (EEP) com alto conteudo de flavonbides em comparacéo a
uma solucédo etandlica contendo galangina isolada do respectivo extrato frente a
cepas de S. aureus resistentes a meticiina (MRSA - Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus), apresentou resultados significativamente inferiores para a
fracdo isolada®®. Outro estudo relata que fracdes isoladas de acidos fendlicos nao

demonstraram resultados antimicrobianos quando avaliados individualmente®”.

A variagdo da composi¢cdo quimica da prépolis, por um lado, € um fator
preocupante para sua industrializacao e utilizagéo e, por outro lado, contribui para o
aparecimento de propostas para o controle quimico de qualidade deste produto®2®).
Entretanto, a diversidade da composi¢do quimica da prépolis € uma caracteristica
favoravel para sua utilizacdo como antimicrobiano, pois evita o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcias pelos micro-organismos. Por esta razédo, a prépolis

deveria ser vista como um complexo recurso natural para controle dos micro-

organismos ao invés de uma fonte de antimicrobianos potentes®.

Nas zonas temperadas (Europa, América do Norte e oeste da Asia), a fonte

51529 As amostras de propolis

vegetal predominante da propolis é Populus sp'
provenientes destas regides tém uma composi¢cdo quimica muito similar, sendo os
principais componentes: flavonodides, agliconas, acidos aromaticos e seus ésteres.
Entretanto, nas regides tropicais a espécie vegetal do género Populus néao é nativa e

as abelhas retiram a resina de outras plantas, por isso, a composi¢ao quimica de

amostras de tais regides é muito diferente das de zonas temperadas®®. Outras



espécies vegetais empregadas como fontes de propolis em varias partes do mundo
sdo pinheiros, carvalho, salgueiro, acacia, entre outras®'®.

Estudos das composi¢cdes quimicas de diferentes amostras de prépolis
classificou-as, em relagéo a origem, em grandes regides geograficas de acordo com
a Tab. 1% Estes resultados mostraram diferencas importantes entre as
composicoes das amostras brasileiras em relacdo as de varias outras regides do
mundo, sendo a propolis brasileira pobre em flavondides. Por este motivo, o
desenvolvimento de métodos de analises das prépolis brasileiras passou a ter uma

grande importancia®.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, a propolis européia estd associada a
presenca de flavondides e derivados do &cido caféico. Entretanto, no caso de
amostras tropicais, os compostos bioativos sdo, principalmente, acidos fendlicos e

derivados prenilados®".
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TABELA 1: Classificagdo da prépolis quanto a origem geografica, fonte vegetal e

principais constituintes.

Origem N -
o Fonte Vegetal Principais constituintes
Geografica
Europa Populus  spp. Flavondides como: pinocembrina,
Asia (choupo) pinobanksina, pinobanksina-3-O-acetato,

Ameérica do Norte

Russia (regido Betula

Norte) verrucosa
(bétula)
Brasil Baccharis spp.

Araucaria spp.

Ilhas Canarias Desconhecida

crisina, galangina, &acidos aromaticos:
cafeico, ferulico e cafeatos de: benzila,
feniletila e prenila

Flavondides como: acacetina, apigenina,
ermanina, ramnocitrina, canferida, outros
compostos como: a-acetéxibetulenol
Acidos p-CUMAaricos prenilados,
acetofenonas preniladas, acidos
diterpénicos, entre outros

Lignanas furofuranicas

Fonte: Bankova et al (2000)*”

A prépolis brasileira pode ser classificada de acordo com a presenga de

marcadores quimicos. Esta tipificagdo é relacionada com a regido geografica da

coleta de resina vegetal pelas abelhas. A prépolis brasileira pode ser agrupada em

quatro tipos: BRG, BRP(PR) , BRP(SP/MG) e BRPG, sendo este ultimo uma

interface entre os tipos BRP(PR) e BRG, com compostos destes dois grupos®®. A

Tab. 2 resume as principais caracteristicas dos tipos BRG, BRP(PR) e BRP(SP/MG).



TABELA 2: Tipificagao da prépolis brasileira baseada em marcadores quimicos.

Tipo Marcadores Estat.jo.s
Brasileiros
BRG - Vanilina Parana
- 3-metoxi-4- Santa Catarina
hidroxicinamaldeido Rio Grande do
- (2-[1-hidroximetil]-vinil-6- Sul
acetil-5-hidroxicumarano)
BRP(PR) - 2,2-dimetil-6-carboxietenil- Parana
2H-1-benzopirano
- Acido 2,2-dimetil-8-prenil-
2H-1-benzopirano-6-
propenagico
- Acido 3-prenil-4-
hidroxicindmico
- Acido caféico
- Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicindmico
- Acido p-cumérico
BRP(SP/MG) - Acido 2,2-dimetil-8-prenil- Séao Paulo
2H-1-benzopirano-6- Minas Gerais

propenaoico

- Acido 3-prenil-4-
hidroxicindmico

- Acido caféico

- Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicindmico

- Acido p-cumérico

Rio de Janeiro

Fonte: Marcucci, 2008%”

11
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Em 19 de Janeiro de 2001, o Ministério da Agricultura e do Abastecimento
aprovou a Instrucdo Normativa n° 3 para instituir medidas que regulam a
industrializacdo de produtos apicolas como: apitoxina, cera de abelha, geléia real,

pélen, propolis e extrato de prépolis.

O Anexo VII desta Instrucdo (Regulamento de ldentidade e Qualidade de
Extrato de Propolis) tem como objetivo estabelecer a identidade e os requisitos
minimos de qualidade a que deve atender o Extrato de Propolis destinado ao
comércio nacional ou internacional. Neste constam parametros organolépticos e
fisico-quimicos, sendo o indice minimo de 11% (m/V) de extrato seco e o teor

alcodlico maximo de 70° GL (V/V) de maior importancia para este trabalho ©?.

1.1.2 Toxicidade da Propolis

Extratos de propolis apresentam uma baixa toxicidade aguda por via oral. Os
valores encontrados em estudos realizados para DLs, (Dose Letal) variam de 2000 a

7300 mg/kg em ratos™.

Para avaliagdo da toxicidade por uso de mudltiplas doses de EEP,
administrados por via oral, em ratos, foram realizados estudos com niveis de até
4000 mg/kg/dia. Apdés duas semanas de tratamento, nao foram observadas mortes,
0S pesos corporais aumentaram normalmente e nao foram encontradas

anormalidades apds necropsia dos animais 3.

Extratos alcodlicos de propolis acrescentados a agua para consumo de ratos,

nas concentragdes de 1400 mg/kg/dia, por 90 dias, é declarada como NOEL (Non-
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observed effect level). Outro estudo conduzido de maneira semelhante, entretanto,
com doses de 2470 mg/kg/dia, por 60 dias, ndo demonstraram efeitos colaterais

relacionados & administragdo da prépolis“3?.

Testes de irritabilidade cutanea, em coelhos, mostraram que extratos de
propolis em acetona a 20% e aplicacdes diretas de extratos de propolis ou pomadas
que o contenham n&o sdo capazes de provocar irritacdes®. Entretanto, presenca
de efeitos adversos, principalmente relacionados a reacdes alérgicas como irritacoes

de pele ou mucosas, sdo relatadas como comuns em doses acima de 15 g/dia ©®¥.

1.1.3 Aplicagdao em Queimaduras

Pesquisadores relataram que a infeccdo em pacientes que apresentam
queimaduras é a maior causa de Obitos. A presenga de grandes extensdes de
queimaduras séo portas de entrada para muitos micro-organismos, além da necrose

dos tecidos tornarem os ambientes favoraveis para a multiplicagdo microbiana®®.

Atualmente, o tratamento de pacientes queimados consiste, basicamente, na
remocao cirurgica dos tecidos necrosados, suplementagdo de liquidos e protecao
das feridas contra infecgées. Contudo, o uso preventivamente de antibidticos locais
ndao é garantia de esterilidade da ferida, pois muitos deles sao inativados pela

presenca microbiana ou promovem a resisténcia dos micro-organismos®®.

Frente a este cenario, o interesse na apiterapia, a qual utiliza produtos
apicolas, devido as propriedades cicatrizantes, é crescente. Uma das substancias

farmacopeicas mais conhecidas com estas atribuicdes é a propolis. Além de acelerar
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o processo de regeneracao de tecidos, as propriedades antimicrobianas do produto

favorecem a cicatrizacdo de feridas, especialmente as infectadas®®.

1.1.4 Sinergismo com Antimicrobianos

Ha um constante aumento da incidéncia da resisténcia a antimicrobianos pelo
mundo. Esta resisténcia tem se dispersado particularmente em patégenos
causadores de infeccbes hospitalares, mas também em micro-organismos

causadores de infecgdes adquiridas na comunidade'".

A resisténcia a antibidticos acarreta complicagbes das doencgas, dbitos e
custos associados aos cuidados com saude, justificando a necessidade da

administragdo de novos agentes antimicrobianos''".

A presenga de sinergismo in vitro entre prépolis e drogas antimicrobianas tem
sido investigada, sendo que formulagdes contendo associacées de prdpolis com

antibidticos sdo potencialmente de interesses médicos!'.

O EEP apresentou significante atividade antimicrobiana frente a cepas Gram
positivas isoladas clinicamente. A adigcdo de EEP a testes de drogas antibacterianas
aumentou drasticamente o efeito antimicrobiano de ampicilina, gentamicina,
estreptomicina, moderadamente a cloranfenicol, ceftriaxona e vancomicina,
entretanto ndo apresentou efeito sinérgico para eritromicina. Os resultados sugerem
uma acao inibitéria do EEP na atividade da lipase (cepas de Staphylococcus spp) e

um efeito inibitério na coagulase de cepas de S. aureus testadas®”.
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Outros estudos mostram que a prépolis apresenta efeito sinérgico frente a
diferentes antibidticos, inclusive contra cepas resistentes a benzilpenicilina,

tetraciclina e eritromicina®.

Também foram realizados estudos para avaliacdo de sinergismo frente a
cepas de S. aureus, Klebsiela pneumoniae (K. pneumoniae) e Candida albicans (C.
albicans) resistentes ou multirresistentes a antibiéticos comumente administrados
para o tratamento de infeccbes causadas por estes micro-organismos. Foi
demonstrado o efeito potencial do EEP em aumentar a acao antibiética, além de
comprovar que as resisténcias das cepas testadas nado influenciam as

susceptibilidades ao EEP"".

Estudos para avaliagdo do sinergismo in vitro frente a cepas de S. aureus e
antibidticos, através do método de disco difusdo e E-test®, revelaram que a
presenca do EEP potencializou a agcao antimicrobiana de cinco drogas: cloranfenicol,
gentamicina, netilmicina, tetraciclina, vancomicina e cloranfenicol, gentamicina,

netilmicina, tetraciclina e clindamicina, respectivamente!?.

O sinergismo observado com drogas que atuam na sintese protéica
(cloranfenicol, gentamicina, netilmicina, tetraciclina e clindamicina) e a auséncia de
antagonismos entre o EEP e as drogas testadas sdo informagdes importantes,
entretanto, preliminares. Devido a possibilidade de bactérias tornarem-se resistentes
a antibidticos, os sinergismos relatados séo relevantes e a prépolis pode constituir
uma alternativa viavel para o tratamento desses patégenos'®. A combinagdo de
propolis com agentes antimicrobianos poderiam permitir a reducdo da dose do
antibiético escolhido, além de potencializar a terapéutica e, portanto, de interesses

médicos, especialmente para usos topicos''".
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Contudo, para definicdo da real eficacia do sinergismo entre EEP e outras
drogas sdo necessarios estudos clinicos controlados. Estes estudos podem
promover o uso clinico de associagdes de drogas antimicrobianas com extratos de

propolis para doencas decorrentes de infeccdes estafiloccicas'®.

1.1.5 Mecanismos de Acao

Alguns mecanismos da atividade da propolis em relacdo ao crescimento
bacteriano tém sido apresentados: inibicao da diviséo celular, colapso do citoplasma
bacteriano, membranas ou paredes celulares, lise das bactérias e inibicao da sintese

protéica'320:38)

. A inibicado da RNA-polimerase por componentes presentes na
propolis foi verificada e pode explicar parcialmente o sinergismo existente entre o

EEP e drogas que atuam na inibicdo da sintese protéica'®.

As atividades antibacteriana e antifungica da proépolis foram atribuidas,
principalmente, a flavonona pinocembrina, ao flavonol galangina e ao cafeato de
feniletila (éster do &acido caféico), com um mecanismo de acdo baseado
provavelmente na inibigdo da RNA-polimerase bacteriana. Outros componentes
como flavondides, acidos caféico, benzdico e cinamico, provavelmente agem na
membrana ou parede celular do micro-organismo, causando danos funcionais e

estruturais®.
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1.1.6 Resisténcia do Staphylococcus aureus aos antimicrobianos

O aparecimento de micro-organismos multirresistentes € um problema
crescente que requer medidas continuas e, frequentemente caras, para controlar as

infeccdes associadas aos servigos de satde®.

O S. aureus é talvez o patégeno de maior preocupagao clinica, devido aos
seus fatores de viruléncia intrinsecos, a habilidade em causar diversas infec¢oes
com altos riscos de levar os pacientes a ébitos, além da capacidade de adaptagéo a
diferentes condi¢gdes ambientais. A mortalidade de pacientes por bacteremia
causada por S. aureus atinge aproximadamente 20% a 40%, apesar da
disponibilidade de antimicrobianos efetivos. O S. aureus é agora a principal causa
mundial de infeccdes hospitalares e, com 0 aumento de pacientes tratados fora dos
estabelecimentos hospitalares, este passa a ser uma preocupacao crescente

também na comunidade®?.

A mortalidade de pacientes com bacteremias causadas por S. aureus antes
da administragdo de antibiéticos (Década de 1940) era superior a 80% e, mais de
70% desenvolviam infecgdes metastasicas. No inicio da década de 40, com a
introdugé@o da penicilina, o prognostico destes pacientes melhorou muito. Entretanto,
ja no inicio de 1942, foram relatadas cepas de Staphylococcus resistentes a
penicilina, primeiro em hospitais e, em seguida, na comunidade. No final dos anos
60, mais de 80% dos isolados de Staphylococcus, tanto hospitalares quanto

comunitarios, eram resistentes a penicilina“?).
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Este padrdo de resisténcia, primeiro nos hospitais e, em seguida, na
comunidade, é atualmente um modelo bem estabelecido que se repete a cada novo

antimicrobiano introduzido®“?.

A resisténcia a penicilina é atribuida a presenca da enzima denominada (-

lactamase, a qual é codificada através do gene blaZ*?.

Em 1961, a meticilina foi introduzida, sendo a primeira penicilina semi-
sintética resistente a B-lactamase. A introducao do antimicrobiano foi rapidamente
seguida por relatos de isolados resistentes a meticilina. As primeiras deteccoes
ocorreram em hospitais, nos anos 60, entretanto, atualmente é reconhecida na
comunidade™”. Enquanto as infecgdes ocorriam em pacientes com contatos prévios
em hospitais, recentemente, hd um namero crescente de individuos sem exposi¢coes

anteriores a hospitais, denominadas como infecgdes adquiridas na comunidade“®*).

No Brasil, a meticilina ndo é utilizada. Por este motivo, 0s micro-organismos
definidos como MRSA séo na verdade S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA -
Oxacillin-resistant Staphylococcus aureus). Entretanto, devido as similaridades entre

meticilina e oxacilina a designagdo MRSA é usualmente aceita®®.

Em 1998, estudos do CDC (Center for Disease Control and Prevention —
Estados Unidos) mostraram que as infecgdes causadas por MRSA correspondem a

55% do total de infecgdes estafilococicas*?.

A resisténcia a meticilina € mediada pela presenca da proteina PBP2a
(Penicillin binding proteins 2a) localizada na parede celular bacteriana, a qual
apresenta baixa afinidade aos antibidticos p-lactamicos. O gene mecA presente no

DNA bacteriano é o responsavel pela sintese desta proteina®®*%.



19

Apesar do desenvolvimento de outras penicilinas semi-sintéticas também
resistentes a B-lactamase como oxacilina, cloxacilina e dicloxacilina o surgimento de

cepas de micro-organismos resistentes ndo demorou a acontecer®®,

Estudos identificaram fatores de riscos relacionados a colonizagdo ou
infeccdo por S. aureus resistentes a meticilina, tais como: idade avancada, paciente
do sexo masculino, hospitalizacdes prévias ou longas, admissdo em unidades de
queimados ou centros de tratamentos intensivos, doengas cronicas,
antibioticoterapia prévia, exposicdo a pacientes colonizados ou infectados,

procedimentos invasivos e cirurgias gastrointestinais®*'42),

Neste contexto, o uso de glicopeptideos e principalmente a vancomicina para
tratar infeccdes causadas por MRSA tem aumentado consideravelmente®®43),
Entretanto, em 1997, foi identificado no Jap&o o primeiro caso de uma cepa de S.
aureus com susceptibilidade reduzida a vancomicina (VISA - Vancomycin-
intermediate Staphylococcus aureus). Em seguida, casos adicionais foram relatados

originarios de outros paises®.

A prevencao a infecgdes causadas por S. aureus tem se limitado a adogdes
de medidas de controles para as infeccoes. Recentemente, métodos diagnosticos
mais rapidos, que detectam a presenca de S. aureus ou outros patdégenos e
permitem identificagbes e isolamentos dos pacientes colonizados, podem aumentar

a eficiéncia dessas medidas?.

Devido as relagdes existentes entre a colonizacdo nasal de pacientes por S.
aureus e o0s riscos aumentados de infeccbes subseqlentes, o uso tdpico de

antimicrobianos para a eliminacdo do micro-organismo tem sido levado em
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consideragdo como agente descolonizante. Recentemente, o uso potencial de novos

agentes com este propdsito foi avaliado e tem sido considerado“?.

A dificuldade para tratamento de infecgbes causadas por S. aureus
resistentes ou multirresistentes € um exemplo da diminuicdo da eficacia dos agentes
antimicrobianos para tratamento de infecgdes bacterianas. Sendo assim, opcdes
terapéuticas ou para controle das infeccoes tém se tornado cada vez mais

necessarias?).

1.1.7 Relacao entre a Colonizacao e Infeccao por Staphylococcus aureus

O S. aureus é um dos patdégenos mais freqlentes causadores de infecgcbes
endémicas e epidémicas adquiridas em hospitais, resultando em taxas de
mortalidade e morbidade significativas. Infecgdes adquiridas na comunidade também

sdao comuns¥.

Cepas multirresistentes de Staphylococcus tém sido apresentadas com
freqliéncia crescente por todo o0 mundo, incluindo isolados resistentes a meticilina,
lincosamidas, macrolideos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas ou combinagdes
destes antibidticos. Os glicopeptideos sdo considerados os principais antibiéticos
com atividades confidveis frente a cepas de MRSA. Entretanto, a emergéncia de
cepas com resisténcias intermediarias aos glicopeptideos gerou preocupagdo em
relacdo ao desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos disponiveis. Assim,

devido as consequéncias provenientes de infecgbes por S. aureus a prevengao tem
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sido considerada relevante. Pacientes colonizados sdo as principais fontes de S.
aureus nos hospitais. Aproximadamente 10% a 40% dos pacientes, ambulatoriais ou
hospitalares, testados sé&o portadores de S. aureus na regidao nasal. Estes micro-
organismos colonizantes podem ser considerados como reservatorios e causadores
de infeccbes endogenas e, também, podem ser dispersados para outros

pacientes.

Diversos estudos tém demonstrado que a eliminacdo da colonizacao nasal, o
principal reservatério de S. aureus, reduz a incidéncia de infecgbes por estes micro-
organismos*¥. Pacientes colonizados tém maiores riscos de contrairem infecgdes
estafilococicas apds procedimentos médicos ou cirurgicos em relagdo aos néo
colonizados. Pacientes hospitalizados e colonizados com MRSA apresentam riscos
de infeccdes entre 11% e 38%*?. E, também, pacientes colonizados tem 2 a 9
vezes mais chances de desenvolverem infec¢des do sitio cirirgico do que os nao

colonizados*>9).

Muitos estudos tém demonstrado que pacientes colonizados,
quando admitidos em centros de tratamentos intensivos, tém um risco aumentado

para o desenvolvimento de infecgdes hospitalares®.

O S. aureus é o principal patdgeno causador de infecgdes hospitalares,

47-48

incluindo bacteremia e infeccdes de feridas cirtrgicas’®). Aproximadamente 25%

das infecgdes hospitalares sdo causadas por S. aureus acometendo tanto pacientes

#5-47)Estas infeccdes hospitalares estdo associadas

cirlrgicos quanto nao cirtirgicos'
significativamente com as taxas de morbidade e mortalidade, além disso, a
disseminacdo de MRSA tem aumentado ainda mais estes indices. Apesar do MRSA

nao ser considerado mais patogénico do que S. aureus sensivel a meticilina, o

tratamento destas infeccdes é mais problematico*®.
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A resisténcia aos agentes antimicrobianos tem se tornado um problema global
e crescente. Dentre dois milhées de pessoas que adquirem infecgbes hospitalares
nos Estados Unidos a cada ano, 70% dos casos ja envolvem cepas resistentes a
pelo menos um antibidtico. A maior causa de preocupacao € o MRSA, o qual surgiu
em baixos niveis ha uma década atras, entretanto, atualmente representa cerca de
50% de todos os S. aureus isolados“®, sendo também o MRSA o patdgeno

resistente mais frequentemente identificado em hospitais por todo 0 mundo®?,

Infecgdes estafilococicas ocorrem regularmente em pacientes hospitalizados
e podem provocar consequUéncias severas tais como: infecgcbes das feridas
cirlrgicas, pneumonia hospitalar e bacteremia relacionadas ao uso de cateteres“®).
A cada ano, mais de 40 milhdes de pacientes se submetem a cirurgias nos Estados
Unidos, sendo que mais de 20% destes individuos adquirem pelo menos uma
infeccdo hospitalar no periodo pés-operatério®). Um estudo recente com mais de
sete milhdes de pacientes admitidos em hospitais, nos Estados Unidos, estimou que
0,8% de todos os pacientes adquiriram infeccdes por S. aureus, correspondendo a
um total de quase trezentos mil pacientes. As principais conseqiéncias deste indice
sdo os impactos econbémicos, estimados em 2,7 millhdes de dias adicionais na
internacdo dos pacientes e 9,5 billhdes de ddlares em custos extras, além de pelo
menos doze mil 6bitos. Frente a estes dados, estratégias efetivas para a prevencao

das infeccdes sdo essenciais“?.

Ha uma forte correlacdo entre pacientes com bacteremias causadas por S.
aureus e as cepas provenientes de colonizagdes nasais e aquelas isoladas do foco
infeccioso e de amostras do sangue, sugerindo que as bacteremias por S. aureus

podem ser de origem enddégena. Ou seja, estratégias para interromper transmissdes
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do patdgeno através da eliminagdo da colonizagdo nasal podem prevenir infeccoes

sistémicas por S. aureus“?.

Resultados recentes mostram que 80% das bacteremias hospitalares
causadas por cepas de S. aureus sao enddgenas e provenientes das narinas dos

pacientes colonizados*”.

A grande maioria dos pacientes com bacteremias causadas por S.aureus
apresentam isolados idénticos na amostra sanguinea e na amostra nasal. Estudos,
através de eletroforese, mostraram que entre as cepas isoladas de culturas
sanguineas e nasais estas foram consideradas mono-clonais em 82,2% e 85,7% dos

pacientes?.

Além disto, muitos estudos efetuados em cirurgias em geral tém demonstrado
que a colonizacao nasal é, essencialmente, uma condicdo indispensavel para o
desenvolvimento de infecgdes por S. aureus. Estudos revelaram que mais de 80%
da populacdo hospitalar em geral e 100% dos centros de tratamentos intensivos

apresentam as mesmas cepas tanto nas regides colonizadas quanto infectadas®.

Tradicionalmente, o controle deste micro-organismo tem sido focado na
prevencdo de infec¢gdes cruzadas entre os pacientes, entretanto, tem se
demonstrado repetidamente que uma grande proporcao de infec¢cdes hospitalares

4748 A presenca de S.

por S. aureus é proveniente da propria flora do paciente'
aureus na regiao nasal parece desempenhar um papel fundamental na patogénese
das infeccdes“?. Por este motivo, a colonizacédo nasal por S. aureus é atualmente
considerada um fator de risco para infecgcoes subseqlientes em varios grupos de
pacientes como aqueles: em didlise, cirrose hepatica, submetidos a cirurgias, uso de

dispositivos invasivos e internados em centros de tratamentos intensivos“++48).
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A prevencado e tratamento de infeccbes causadas por S. aureus tem se
tornado tarefa dificil devido ao surgimento de cepas multirresistentes. Neste
contexto, o uso de produtos naturais tem sido uma estratégia para o descobrimento

de novos medicamentos®?.

A prépolis tem sido estudada extensamente devido as suas propriedades
bioldgicas, mas principalmente pelas atividades antimicrobianas. Embora a acéo
antimicrobiana de EEP frente a cepas de S. aureus ja foram apresentadas, poucos

estudos tém sido efetuados em relacdo aos MRSA®?),

Estudos revelaram que a propolis possui efeito sinérgico com administracoes
conjuntas a mupirocina para o controle de colonizagbes e infec¢cdes nasais por

MRSA em coelhos®?.

A taxa de infeccOes hospitalares € muito mais alta em pacientes admitidos em
centros de tratamentos intensivos do que pacientes em geral. Essas infec¢des estao
associadas ao prolongamento da internacdo, elevacdo dos custos e taxas de
mortalidade. O S. aureus € um dos agentes etiolégicos mais freqlentes nas
infeccoes adquiridas nestes centros e o impacto tem aumentado devido a incidéncia
crescente de cepas resistentes a meticilina. Em areas consideradas endémicas, um

terco ou mais das infecgdes por S. aureus podem ser causadas por MRSA®Y.

Os MRSA sao resistentes a penicilinas, cefalosporinicos e outros antibiéticos
B-lactamicos. E também, os MRSA, podem ser resistentes aos antimicrobianos da
classe dos macrolideos, clindamicina, cloranfenicol, aminoglicosideos e substancias
antissépticas. Devido ao numero limitado de antibiéticos para uso terapéutico,
infeccoes por MRSA sdo consideradas ameagadoras e sua importancia tem se

elevado®?.
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Cepas de MRSA facilmente colonizam hospedeiros, particularmente pacientes
imunodeficientes e podem causar sérias infec¢oes, as quais sdo frequentemente de
dificil controle. A colonizagdo nasal por MRSA tem sido considerada um fator de
risco para infecgdes adquiridas na comunidade e servicos de saude®®. Pacientes
colonizados com MRSA sao as principais fontes para a dispersao do patégeno para
outros pacientes hospitalizados, principalmente através das maos ou luvas da
equipe de assisténcia a saude. Estes ultimos, quando colonizados pelo micro-
organismo, mesmo que transitoriamente, também sao considerados reservatorios
potenciais para a disseminagao®. A eliminagdo dos Staphylococcus spp,
principalmente MRSA, das narinas dos pacientes constitui uma regra crucial nos
protocolos de controles de infecgdes. Diferentes antimicrobianos de uso topico tém

sido utilizados para eliminar as colonizagées nasais*”.

Tratamentos com antibiéticos locais, como pomadas de mupirocina, sao
frequentemente prescritos para a erradicagao nasal, tanto por S. aureus quanto por
MRSA“46:4852) 'Em contrapartida, 0 aumento do uso do antibiético em pacientes ou
funcionarios colonizados tem elevado a resisténcia a mupirocina. A partir de 1990 o

ntimero de registros de resisténcia de cepas MRSA a mupirocina tem crescido®?.

Foi demonstrado por um estudo que a aplicagao intranasal de mupirocina,
duas vezes ao dia, por cinco dias, erradicou o S. aureus em 83% a 88% dos
pacientes colonizados e reduziu a colonizagdo nas maos“’). Varios estudos tém
mostrado que pacientes que irdo se submeter a cirurgias ou didlises se beneficiam
da erradicagdo da colonizagcdo nasal por S. aureus, pois reduzem as infec¢oes

(4447.48) Quando as narinas s&o

hospitalares causadas por este micro-organismo
tratadas topicamente para a eliminacao da colonizacdo por S. aureus, geralmente

estes patdgenos desaparecem também de outras areas do corpo. Um dos estudos
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demonstrou, também, que dentre os pacientes que passam por hemodialise, 87%
daqueles que apresentam colonizagdo nasal e nas maos por S. aureus carregam as
mesmas cepas em ambos os locais. O mecanismo proposto da patogénese das
infeccdes enddgenas é a colonizacdo da pele a partir das narinas, 0 que causa
infeccdes subsequlientes em pacientes com areas da pele debilitadas, tais como

pacientes que recebem dialises ou com cateteres intravasculares?.

1.1.8 Complicacoes relacionadas ao Staphylococcus aureus

1.1.8.1 Dermatite Atdpica

s

A dermatite atopica € uma doenga cronica que afeta 15% a 20% da
populacao infantil e se caracteriza por prurido e lesdes eczematosas. A infecgao por
S. aureus é a complicagdo mais comum da doenca. Individuos com dermatite
atdpica apresentam S. aureus na pele e narinas. A antibioticoterapia contra estes
micro-organismos é componente importante do tratamento, pois evita infecgdes
secundarias e o aumento da severidade da doenca. Entretanto, a emergéncia de
cepas de MRSA adquiridas na comunidade representam um novo desafio a
terapéutica desses pacientes, ja que o uso continuo de antibiéticos, sistémicos ou

tépicos, podem aumentar o risco do desenvolvimento da resisténcia bacteriana®.
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1.1.8.2 Fibrose Cistica

A fibrose cistica é uma doenga de origem genética, autossdmica recessiva,
cuja incidéncia, em estudos de deteccao neonatal precoce, é variavel nos diferentes
paises e racas. Nos ultimos 50 anos, a sobrevivéncia dos pacientes com esta
enfermidade tem aumentado devido aos avancos terapéuticos e o acompanhamento
por unidades multidisciplinares. A alteragdo ou auséncia da proteina da membrana
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulation) que funciona como um canal
ibnico permeavel a cloreto ocasiona secregdes espessas nas vias respiratérias que
favorecem as infecgbes bacterianas por S. aureus, Haemophilus influenzae (H.
influenzae) e P. aeruginosa e acabam estimulando uma resposta inflamatoria
mediada basicamente por neutréfilos, aumentando ainda mais os danos dos

tecidos®.

Assim, devido aos multiplos ciclos de antibiéticos que os pacientes fibro-
cisticos recebem, para tratar as infeccoes respiratérias recorrentes, o aparecimento

de micro-organismos multirresistentes é cada vez mais freqiiente, como o MRSA®?,
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2. OBJETIVOS

= Determinar a atividade antimicrobiana in vitro de EEP frente a cepas de S.
aureus provenientes da bacterioteca do Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa
Casa de Sao Paulo (FCMSCSP) e definir as CIM para promover a inibicdo do
crescimento de 50% e 90% das cepas incluidas no trabalho (CIMsy € ClIMgo,
respectivamente).

= Tipificar a prépolis in natura e o respectivo extrato etandlico quanto a

presenca de marcadores quimicos pré-definidos.



MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Extrato Etandlico de Propolis

Para a avaliagdo antimicrobiana foi utilizado EEP cedido pela empresa Novo
Mel®. O teor alcodlico e a concentracdo de extrato seco na amostra correspondia a

73°GL (% V/V) e 22,8%, respectivamente (Anexo 1).

3.2 Tipificacao da Prépolis

Para a tipificacdo da amostra de prépolis foi utilizada a metodologia
desenvolvida e descrita por Marcucci (2000)®%. A prépolis bruta e os extratos foram
analisados tal qual, com diluicbes de 1% a 10% (Diluente: Metanol grau
cromatografico - Merck®). As andlises foram realizadas em um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia com rede de fotodiodos e injetor automatico da Merck-Hitachi

modelo D-7000. As condi¢gdes cromatograficas foram:

- Fase mével: Solugao Agua-acido férmico PA - Merck® diluido na proporgdo 95:5

(Solvente A) e Metanol grau cromatografico - Merck® (Solvente B)
- Fluxo de eluicdo: 1 mL / min com utilizacao de gradiente linear
- Tempo méaximo de andlise: 50 minutos

- Deteccéao: comprimentos de onda de 280 nm e 340 nm
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3.3 Cepas Staphylococcus aureus

Foram incluidas no estudo 210 cepas de S. aureus provenientes da
bacterioteca do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia da
FCMSCSP, sendo aproximadamente 78% enviadas através do Laboratério Central
da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo (ISCMSP), previamente
isoladas e identificadas como MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) ou
MSSA (Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus). A relacdo entre as cepas
participantes do estudo esta ilustrada no Graf. 1, e a relagdo numérica de todas as
cepas Uutilizadas com as respectivas identificacbes da bacterioteca e as

classificagdes dos micro-organismos estdo descritas no Anexo 2.

Percentual de MISSA e MRSA

GRAFICO 1: Percentual de cepas MSSA e MRSA incluidas no trabalho
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Os testes e as interpretagdes da susceptibilidade das cepas foram realizados
seguindo-se o preconizado pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
vigente®®. A partir de colénias isoladas de S. aureus, previamente diagnosticadas
através da bacterioscopia, aspectos macroscépicos das colénias e confirmacdes
biogquimicas de catalase e coagulase positivas, foram preparados in6culos com
turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, com o auxilio de
swabs estéreis estes indculos foram semeados, em trés diregdes, em placas de agar
Mueller Hinton. A seguir discos contendo 30 pug de cefoxitina ou 1 pg de oxacilina
foram colocados sobre os meios. Entdo, as placas foram incubadas em estufa
regulada a 35°C + 2°C por 24 horas. Apos este periodo, foram realizadas as leituras
dos diametros dos halos definidos e comparados aos critérios estabelecidos pelo

CLSI vigente e expressos na Tab. 3.

TABELA 3: Critérios interpretativos de halos de inibicdo dos discos de oxacilina e

cefoxitina para diagnéstico laboratorial da resisténcia a oxacilina em S. aureus.

Halo de Inibigdo (mm)

Antimicrobiano R [ S
Oxacilina <10 11-12 213
Cefoxitina <21 - >22

Legenda: R — Resistente; | — Intermediéria; S - Sensivel

Fonte: CLSI 2009%®

Resultados coincidentes de resisténcia a oxacilina e cefoxitina caracterizam

cepas MRSA, enquanto sensibilidade a oxacilina e cefoxitina definem cepas MSSA.
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3.4 Critérios de Inclusdo e Exclusao

Como critérios de inclusado foram utilizadas cepas de S. aureus provenientes
da bacterioteca do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia da
FCMSCSP, previamente isoladas e identificadas como MRSA ou MSSA e de

exclusao cepas nao identificadas como S. aureus.

3.5 Inéculos

O preparo dos inéculos seguiu 0 método de suspenséo direta das coldnias
recomendado pelo CLSI. As cepas de S. aureus, previamente isoladas e
identificadas, foram semeadas em &gar Mueller Hinton e incubadas em estufa
regulada a 35°C = 2°C por 18 a 24 horas. A partir de colbnias diretas foram
preparadas as suspensodes bacterianas em solugéo salina estéril. Estas suspensdes
foram ajustadas para atingir um nivel de turbidez equivalente a 0,5 McFarland,
correspondente a 1,5«108 UFC/mL. O ajuste foi realizado, cuidadosamente, através
de comparacgdes visuais entre a suspensao de indculo e um padrdo da escala de 0,5
McFarland produzido pela empresa Probac do Brasil Produtos Bacteriolégicos Ltda.
Ap6s acertos das suspensodes dos inéculos, estas foram diluidas em solucao salina
estéril de 1:10 para obtencéo de concentracdes de 10” UFC/mL. Com a utilizagéo do
Replicador de Steers, o volume individual distribuido foi de aproximadamente 2L,
portanto, a concentracao final de cada um dos in6culos semeados na superficie do

agar correspondeu a cerca de 10* UFC/mL.
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3.6 Diluicao Seriada do Extrato de Prépolis

A partir do extrato etandlico de prépolis foram realizadas as diluicdes seriadas
utilizando agua purificada estéril como diluente. Volumes iguais de dgua e do extrato
foram medidos e homogeneizados, resultando na primeira diluicdo (1:2). A seguir,
volumes iguais das solugbes obtidas e dos diluentes foram repetidamente
preparados até a diluicdo de 1:128. A Tab. 4 exemplifica o procedimento utilizado

para a obtencao das diluicoes seriadas.

TABELA 4: Método de diluigdo seriada do extrato de propolis

Concentracao de extrato

Volume da Amostra / Volume do
Diluicao seco da propolis por
Diluicao Diluente (mL)
placa (ug/mL)
1:2 20 mL do Extrato Prépolis 20 5700
1:4 20 mL Diluicao 1:2 20 2850
1:8 20 mL Diluigéo 1:4 20 1420
1:16 20 mL Diluigcéao 1:8 20 710
1:32 20 mL Diluigéo 1:16 20 350
1:64 20 mL Diluigédo 1:32 20 175

1:128 20 mL Diluicao 1:64 20 85
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3.7 Diluicdo Seriada do Alcool Etilico Neutro

A partir de uma solu¢do do alcool etilico neutro a 73% foram realizadas as
diluicdes seriadas utilizando agua purificada estéril como diluente. Volumes iguais de
agua e alcool foram medidos e homogeneizados resultando na primeira diluicao
(1:2). A segquir, volumes iguais das solucdes obtidas e dos diluentes foram
repetidamente preparados até a diluicdo de 1:8. A Tab. 5 descreve o procedimento

usado para a obtencao das diluicoes seriadas.

TABELA 5: Método de diluigdo seriada do alcool etilico neutro a 73%

Volume da Amostra / Volume do Concentracao do alcool

Diluicao
Diluicao Diluente (mL) por placa (mg/mL)
1:2 20 mL do alcool 20 18,25
1:4 20 mL diluigao 1:2 20 9,12
1:8 20 mL diluicao 1:4 20 4,56

3.8 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima

O método de diluicdo em agar para a determinagdo da susceptibilidade
antimicrobiana é uma técnica bem estabelecida. O agente antimicrobiano é

incorporado, em diferentes concentragées, no meio de cultura. Os inéculos podem
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ser semeados, rapido e simultaneamente, nas superficies dos meios com a
utilizacdo de um aparato denominado Replicador de Steers, capaz de transferir 32

indculos em cada placa®”.

De acordo com o CLSI, o meio de agar Mueller Hinton é considerado o melhor
meio de cultura para testes de susceptibilidade, tendo sido por este motivo

selecionado para a realizagao deste trabalho®”.

A partir da base de Mueller Hinton desidratada, o meio foi preparado segundo
as recomendacobes do fabricante (Himedia®). Apds a dissolucdo e homogeneizacao
do meio, foram distribuidos 19 mL em frascos de vidro e em seguida autoclavados a
121°C por 15 minutos. Quando a temperatura do meio de cultura atingiu de 45°C a
50°C, foram adicionados, assepticamente, 1,0 mL das diluicées seriadas do extrato
de prépolis ou 1 mL das diluicées seriadas de alcool etilico para controle ou 1 mL de
agua purificada estéril para controle de crescimento das cepas analisadas. Em
seguida, os meios suplementados foram homogeneizados e vertidos assepticamente
sobre placas de Petri de 90 mm, estéreis e identificadas. As placas permaneceram,
sob temperatura ambiente, em superficies lisas e niveladas até a solidificacao do

meio de cultura.

Apobs a solidificacdo do meio de cultura, as placas foram acondicionadas em
embalagens plasticas e armazenadas em geladeira com temperatura regulada entre

2°C e 8°C, por um periodo de 5 a 15 dias.

Para garantir a estabilizacdo da temperatura das placas a temperatura
ambiente e deixar a superficie do agar seca, as placas contendo os meios de cultura
foram retiradas da geladeira e deixadas semi-abertas sob fluxo laminar por

aproximadamente 30 minutos, antes de sua utilizagao.
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A estabilidade do agente antimicrobiano foi avaliada com a inoculagéo de
cepas ATCC (American Type Culture Collection) de S. aureus (MSSA - 29213 e

MRSA - 33511) simultaneamente a todas as andlises realizadas.

Os tubos, contendo as suspensoes bacterianas ajustadas a concentragcbes de

107 UFC/mL, foram numerados e acondicionados sequencialmente em estantes.

Imediatamente apés a homogeneizacdo de cada um dos in6culos e com o
uso de pipetador automatico e ponteiras descartaveis, volumes correspondentes a
350 pL foram distribuidos nos respectivos pocos da placa de inoculacdo do

Replicador.

Para avaliar a reprodutibilidade do método, cepas ATCC de S. aureus (MSSA
- 29213 e MRSA - 33511) foram inoculadas, simultaneamente, a todas as analises
realizadas e as cepas identificadas de 1 a 30 foram avaliadas em duplicata

(correspondente a 14,3 % das amostras estudadas).

O procedimento para a inoculagao foi baseado no método desenvolvido e
descrito por Steers et al (1959)°®. As placas contendo o meio de cultura foram
marcadas para definir a orientacdo da inoculagdo e garantir a identificacdo das
cepas analisadas. As inoculagdes foram iniciadas com placas sem adigao do agente
antimicrobiano (brancos) para avaliar a viabilidade das cepas seguindo-se em ordem
crescente de concentracao das placas contendo diluicdes do extrato de propolis. Por
fim, uma segunda placa de promoc¢ao de crescimento foi inoculada para assegurar a
auséncia de contaminagdo ou carregamento significativo do agente antimicrobiano

durante as inoculagdes realizadas.

Para avaliar a interferéncia ou possivel acao antimicrobiana do alcool etilico

presente nas diluicbes 1:2, 1:4 e 1:8, aproximadamente 43% das cepas analisadas



37

foram inoculadas, seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente, em placas
contendo agar Mueller Hinton e solugbes hidroalcéolicas incorporadas. Nestes
casos, também foram inoculadas placas sem adigdo da solugdo (brancos) para
avaliar a viabilidade das cepas, seguindo-se em ordem crescente de concentragao
das placas contendo diluicbes do alcool. Apds este procedimento, uma segunda
placa de promocdo de crescimento foi inoculada pelos mesmos motivos ja

expressos.

As placas inoculadas permaneceram sob temperatura ambiente até a
absorcao das suspensdes bacterianas no agar, aproximadamente por dez minutos.
Entdo as placas foram invertidas e incubadas em estufa regulada a 35°C £ 2°C por

24 horas.

A menor concentragdo do agente antimicrobiano capaz de inibir o crescimento

microbiano por completo foi definida como a CIM.

FIGURA 2: Inoculagao através do Replicador de Steers.
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3.9 Tratamento Estatistico

Os resultados deste trabalho ndo sédo compativeis com tratamentos
estatisticos, pois os dados sao uUnicos, ndo sendo aplicavel compara-los com outros

antimicrobianos para avaliar a significancia dos valores obtidos.

3.10 Pesquisa Experimental

Este trabalho foi submetido & avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa em

Seres Humanos da ISCMSP sendo aprovado sob a identificacao Projeto n° 153/08.

3.11 Levantamento Bibliografico

O levantamento da literatura foi realizado nas bases de dados Medline, Lilacs,
Google e Cochrane. Os descritores utilizados foram: “propolis”, “aureus and
colonization” e “aureus and resistance”. Para o refinamento das buscas os limites
definidos foram: textos em inglés, espanhol e portugués e artigos publicados apos
1998. Referéncias adicionais também foram identificadas através das referéncias de

artigos relevantes.
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4. RESULTADOS

4.1 Concentracao Inibitéria Minima

Os resultados encontrados para as CIM do EEP foram entre 710 pg/mL e
2850 pg/mL. Considerando as 210 cepas incluidas no estudo a CIMsy € CIMgg

obtidas foram coincidentes e equivalem a 1420 pg/mL.

A inoculacao de cepas ATCC de S. aureus (MSSA - 29213 e MRSA - 33511)
em todas as andlises realizadas para a determinacédo da CIM do EEP, avaliacdo da
estabilidade do agente antimicrobiano e reprodutibilidade do método apresentaram
resultados idénticos em todos os testes. As CIM obtidas foram de 1420 pg/mL para

ambas as cepas ATCC.

A avaliacdo das cepas 1 a 30 em duplicata também apresentou resultados

coincidentes.
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FIGURA 3: Série completa para a determinagdo da CIM do EEP conforme

sequéncia de inoculacao (Cepas numeros 193 a 224).



41

FIGURA 4: Evidéncias das inoculagdes sem a presenga do crescimento microbiano

(Diluicao 1:8 — Cepas numeros 1 a 32).

Para facilitar a visualizagdo dos valores obtidos foram elaboradas tabelas e
graficos com os percentuais de inibicdo considerando as 210 cepas incluidas no
estudo (Tab. 6, Graf. 2), resultados encontrados para as cepas MSSA (Tab. 7, Graf.
3) e MRSA (Tab. 8, Graf. 4) separadamente. Os resultados integrais obtidos no

estudo e as referéncias numéricas das cepas estdo expressos no Anexo 3.
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TABELA 6: Resultados das CIM do EEP frente a cepas MSSA e MRSA (n=210)
provenientes do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia da

FCMSCSP, marco de 2009.

Total de Cepas CIM (pg/mL)
1 2850
205 1420
4 710

% Inibicao em relacao a Concentra¢ao - VIRSA e MSSA

100,0% 100,0% 99,5%

100.0% -
75.0% -
=]
e
=y
2 500% -
£
®
25.0% -
1%  pp%  0,0%  0,0%
0,0% B - e

5700 2850 1420 710 350 175 85

Concentragdo em pg/mL

GRAFICO 2: Distribuicdo percentual dos resultados de inibicdo de crescimento,
segundo as diluicdes efetuadas do EEP, frente a cepas de MSSA e MRSA (n=210)
provenientes do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia da

FCMSCSP, marco de 2009.
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TABELA 7: Resultados das CIM do EEP frente a cepas MSSA (n=162) provenientes

do Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Patologia da FCMSCSP, margo
de 2009.

Total de Cepas CIM (pg/mL)
158 1420
4 710

% Inibicao em relacdo a Concentragao - MSSA

100,0% 100,0% 100,0%
100,0%

75,0% -

50,0%

% Inibigao

25,0% -

25%  0.0% 0.0%  0.0%

. A L 4
0,0%

5700 2850 1420 710 350 175 &5

Concentragdo em pg/mlL

GRAFICO 3: Distribuicdo percentual dos resultados de inibicdo de crescimento,
segundo as diluicdes efetuadas do EEP, frente a cepas de MSSA (n=162)

provenientes do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia da

FCMSCSP, marco de 2009.
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TABELA 8: Resultados das CIM do EEP frente a cepas MRSA (n=48) provenientes

do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia da FCMSCSP, margo

de 2009.

Total de Cepas CIM (pg/mL)
1 2850
47 1420

% Inibi¢ao em relagdo a Concentragao - MRSA

100,0% 100,0% g7,9%

100,0% -
/5,0%
(=]
wo
R
S 50,0% -
<
®
25,0%
p 0,0% _0,0% _0,0% _00%
0,0% = = = =

5700 2850 1420 710 350 175 &5

Concentragdo em pg/mL

GRAFICO 4: Distribuicdo percentual dos resultados de inibicdo de crescimento,
segundo as diluicdes efetuadas do EEP, frente a cepas de MRSA (n=48)

provenientes do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia da

FCMSCSP, marco de 2009.
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As placas contendo concentragbes de 18,25 mg/mL, 9,12 mg/mL e 4,56
mg/mL de alcool etilico inoculadas e incubadas (amostras numeros 129 a 224) para
avaliar a interferéncia ou possivel acao antimicrobiana do alcool etilico presente no

extrato de propolis apresentaram crescimento microbiano (Anexo 4).

FIGURA 5: Série completa para a avaliagdo da agao do alcool etilico conforme

sequéncia de inoculacéao (Cepas numeros 193 a 224).

4.2 Tipificacao da Propolis

A andlise cromatografica da propolis in natura e o seu respectivo extrato
etandlico envolvido no estudo detectou e quantificou compostos quimicos conforme

descritos nas Tabs. 9 e 10, respectivamente.



TABELA 9: Perfil cromatografico da propolis in natura
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Composto Quimico Meda Desvjo Media Desvjo
(mg/g) padrao (%) padrao
Acido 3-[4-hidroxi-3-(oxobutenil)-fenilacrilico 3,355 0,063 0,335 0,005
Acido 3-prenil-3(E)-(4-hidroxi-3-metil-2-butenil)-5-prenilcinamico 0,119 0,009 0,012 0,001
Acido 3-prenil-4-(2-metilpropioniloxi)cinamico 0,698 0,025 0,070 0,002
Acido 3-prenil-4-diidrocinamoiloxicinamico 0,211 0,004 0,021 0,000
Diidrocanferida 0,312 0,005 0,031 0,000
Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico 1,891 0,013 0,189 0,001
Acido cafeico 0,292 0,001 0,029 0,000
Acido cafeoilquinico 1 0,555 0,680 0,055 0,068
Acido cafeoilquinico 2 0,684 0,564 0,068 0,056
Acido cafeoilquinico 3 1,357 1,554 0,136 0,155
Acido cafeoilquinico 4 2,491 0,000 0,249 0,000
Acido cafeoilquinico 5 0,426 0,002 0,043 0,000
Acido cinamico 8,084 0,138 0,808 0,014
Acido p-cumarico 10,201 0,909 1,201 0,091
Canferida 4,511 0,073 0,451 0,007
Canferol 0,528 0,025 0,053 0,002
Betuletol 4,175 0,029 0,417 0,003
2,2-Dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano 4,093 0,002 0,409 0,000
Acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propendico 1,639 0,052 0,164 0,005
Acido (E)-3-{4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3)-dihidrocinamoiloxi-3-metil-2-
butenil]-5-prenilfenil-2-propendico 1,710 0,019 0,171 0,002
Acido 3,4-diidroxi-5-prenilcinamico 1,486 0,030 0,149 0,003
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico 19,627 0,428 1,963 0,043
Total 68,446 6,84

Fonte: Laboratério de Produtos Naturais do Programa de Mestrado de Farmacia da Uniban
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Composto Quimico Meda Desvjo Media Desvjo
(mg/mL) padrao (%) padrao

2,2-Dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano 2,612 0,056 0,261 0,006
ngﬁngi-ir;i:}ﬁ,:ﬁg.ir[éa:égf’) dihidrocinamoiloxi-3-metil-2 0,580 0,545 0,058 0,054
Acido 3,4-diidroxi-5-prenilcinamico 0,769 0,313 0,077 0,031
Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico 11,525 0,078 1,152 0,008
Acido 3-[4-hidroxi-3-(oxobutenil)-fenilacrilico 0,855 0,014 0,085 0,001
Acido 3-prenil-3(E)-(4-hidroxi-3-metil-2-butenil)-5-prenilcinamico 0,662 0,002 0,066 0,000
Acido 3-prenil-4-(2-metilpropioniloxi)cinamico 0,185 0,016 0,018 0,002
Acido 3-prenil-4-diidrocinamoiloxicinamico 0,200 0,000 0,020 0,000
Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico 3,239 0,090 0,324 0,010
Acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propendico 1,019 0,002 0,102 0,000
Acido cafeico 0,125 0,006 0,012 0,001
Acido cafeoilquinico (1) 0,364 0,007 0,036 0,001
Acido cafeoilquinico (2) 0,081 0,023 0,008 0,002
Acido cafeoilquinico (3) 0,632 0,004 0,063 0,000
Acido cafeoilquinico (4) 0,087 0,000 0,009 0,000
Acido cinamico 3,484 0,010 0,348 0,001
Acido p-cumarico 5,081 0,091 0,508 0,010
Betuletol 1,441 1,695 0,144 0,169
Canferida 1,248 0,029 0,125 0,003
Canferol 0,372 0,000 0,037 0,000
Diidrocanferida 0,341 0,018 0,034 0,002
Total 34,903 3,490

Fonte: Laboratério de Produtos Naturais do Programa de Mestrado de Farmécia da Uniban
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5. DISCUSSAO

5.1 Concentracao Inibitéria Minima

Os resultados da CIM do EEP determinados no trabalho para as 210 cepas
incluidas variaram da concentragéo de 710 a 2850 pg de extrato seco da proépolis /
mL do meio. Avaliando somente as cepas sensiveis (MSSA) esta variagao foi de 710
a 1420 pg/mL, enquanto que para as cepas resistentes (MRSA) 710 a 2850 pg/mL,

conforme Tabs. 7 e 8, respectivamente.

Todas as placas contendo as diluicoes seriadas do alcool etilico inoculadas
apresentaram crescimento microbiano, evidenciando que nestas concentragdes o

alcool ndo possui agéo antimicrobiana frente as cepas de S. aureus testadas.

Para comparagéo dos valores obtidos da CIM do EEP frente aos resultados
contidos na literatura foi elaborada a Tab. 11. Os dados verificados neste trabalho
estdo expressos nas duas primeiras linhas seguidos de dados da literatura. Nota-se
que os valores expressos sao bem variaveis. As metodologias utilizadas nesses
trabalhos séo diferentes e os valores ndo apresentam similaridade, mesmo entre
estudos com métodos semelhantes. Tais variagées dos valores de CIM obtidos entre
esses estudos podem estar relacionadas a diferencas metodolégicas, variabilidade

das cepas ou das amostras de prépolis utilizadas nos diversos trabalhos.

Além disso, ha uma falta de dados padronizados nos trabalhos publicados na
literatura como valores expressos somente em percentagens sem as informagdes

necessarias para as conversoes em ug de extrato seco da propolis / mL do meio.
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Ao comparar os resultados deste estudo com os dados da literatura, observa-
se que para as metodologias de diluicdo em agar ou macrodiluicdo os valores
obtidos sdo semelhantes entre amostras de diferentes procedéncias como Brasil,
Italia e Croacia. Entretanto, amostras de extratos etandlicos de prépolis provenientes
da Turquia apresentam resultados inferiores tanto com a metodologia de diluigdo em

agar quanto na macrodiluigao.

Com relacdo a metodologia de microdiluicao utilizada em alguns estudos os
valores de CIM apresentados sdo muitos variaveis, de 1,6 ug/mL a 6,5 mg/mL.
Mesmo considerando amostras de mesmas procedéncias e com cepas

padronizadas (ATCC 25923).

As CIMsg e CIMgo para as 210 cepas utilizadas no trabalho s&o coincidentes
entre si e correspondem a 1420 pg/mL. Analisando as cepas MSSA e MRSA,
individualmente, estes valores também sao equivalentes. Tal fato demonstra que
mesmo tratando-se de cepas com caracteristicas diversas, como resisténcias a
antimicrobianos, a agao inibitéria frente ao EEP foi semelhante, ou seja, o
mecanismo de resisténcia a meticilina ndo interfere na atividade antimicrobiana da

propolis.

Assim, o resultado obtido da CIM do EEP confirma uma avaliacao
antimicrobiana em relacado as cepas de S. aureus testadas conforme descrito na

literatura e ja apresentado neste trabalho.



50

TABELA 11: Valores de CIM determinados em estudos conduzidos com cepas de S. aureus e amostras de extratos etandlicos de

propolis provenientes de diferentes regides do mundo

Micro-organismo N° Cepas N°EEP Proveniéncia CIMs, (ug/mL) CIMg, (ug/mL) CIM (ug/mL) Método

S. aureus (MSSA) 162 1 Brasil 1420 1420 710 - 1420 Diluicdo em Agar
MRSA 48 1 Brasil 1420 1420 710 — 2850 Diluicdo em Agar
S. aureus 118 1 Brasil 870 1200 ND (~1940)  Diluicdo em Agar®
S. aureus 5 1 Turquia 117 117 ND (~234) Diluicio em Agar®
S. aureus 5 1 Turquia 234 234 ND (~468) Diluigdo em Agar®
S. aureus 5 1 Turquia 234 468 ND (~468) Diluicio em Agar®
S. aureus 61 2 Brasil ND ND <1100 Diluicio em Agar®”
S. aureus 35 1 ltalia 1250 1250 620 — 2500  Diluicdo em Agar®”
S. aureus (ATCC 6538) 1 1 Brasil ND ND 360 -3650  Macrodiluicdo®®

S. aureus (ATCC 6538) 1 1 Brasil ND ND 440 —2100  Macrodiluicgo®®

S. aureus 1 4 Turquia ND ND 8-16 Macrodiluigao®
MSSA 10 1 Croacia ND ND 890 Macrodiluigao®
MSSA 10 1 Crodcia ND ND 5680 Macrodiluicao®”
MSSA 10 1 Crodcia ND ND 650 Macrodiluicao®”
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Continuagao

Micro-organismo N° Cepas N°EEP Proveniéncia CIMs, (ug/mL) CIMg, (ug/mL) CIM (ug/mL) Método

MRSA 10 1 Crodcia ND ND 1190 Macrodiluigao®”
MRSA 10 1 Crodcia ND ND 4980 Macrodiluicao®”
MRSA 10 1 Crodcia ND ND 1060 Macrodiluicao®
S. aureus (ATCC 25923) 1 11 Brasil ND ND 1,6 -52,4 Microdiluicao®"
S. aureus (ATCC 25923) 1 1 Bulgaria ND ND 102,4 Microdiluicao®®®
S. aureus (ATCC 25923) 1 1 Brasil ND ND 1638 Microdiluicio®®®
MRSA 1 1 Bulgaria ND ND 409,6 Microdiluigao®®®
MRSA 1 1 Brasil ND ND 6534 Microdiluicio®®®
S. aureus 1 9 Taiwan ND ND <3,75-60  Pour plate®
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As variabilidades de composi¢do quimica das diferentes prépolis, ja discutidas
anteriormente, sdo caracteristicas favoraveis para atuagdo como agente
antimicrobiano e descolonizante, ja que evita o desenvolvimento de mecanismos de

resisténcia pelos micro-organismos.

Pacientes com doencas crénicas, como a dermatite atdpica e a fibrose cistica,
que utilizam antibiéticos com muita frequéncia para controlar as infeccoes
recorrentes, poderiam se beneficiar das agbes antimicrobianas da propolis. Assim
como os pacientes com queimaduras, conforme ja citado, pois a prépolis age como
cicatrizante, anestesiante e antibiotico, atividades importantes para recuperagédo da

area queimada.

Estudos de sinergismo da propolis com antimicrobianos mostraram resultados
satisfatérios frente a cepas bacterianas, inclusive multirresistentes, conforme ja
citados neste trabalho. Estas caracteristicas reforcam a tese de que a agéo
antimicrobiana da prépolis deve ser objeto de novos estudos e propostas para uso
clinico, pois pode permitir a redugcdo da dose do antibiético selecionado,
promovendo melhora no quadro clinico do paciente e reducdo de custos no

tratamento.

Além disso, estudos in vitro investigaram a atuacao da prépolis sobre fatores
de viruléncia presentes em bactérias Gram positivas. Alguns compostos presentes
nos extratos de propolis como flavondides, acidos caféico, benzoico e cinamico
provavelmente atuam na membrana ou parede celular causando danos funcionais e
estruturais. Com relacdo aos fatores de viruléncia dos Staphylococcus spp e a
atuacao de EEP, estudos demontraram que a coagulase € completamente suprimida

na presenga da propolis e a agéo da lipase é fortemente reduzida além de uma
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evidente prevencado dose-dependente da formagdo de biofilmes por cepas de
Staphylococcus spp®’. Sendo assim, poderiam ser desenvolvidos estudos
apropriados para a avaliagdo da acao desinfetante da prépolis frente a dispositivos

médicos.

No mercado nacional e internacional ha inimeros produtos a base de prépolis
como: extratos alcodlicos, sprays para uso oral e nasal, capsulas, cremes,

sabonetes, cremes dentais, entre outros.

De acordo com a ANVISA, para o registro de produtos com indicacao
terapéutica que contenham propolis como ingrediente ativo, devem ser atendidos os
requisitos da Resolu¢cdo RDC n°132 de 29 de Maio de 2003, dentre os quais estao a
comprovacao de eficacia e de seguranga de uso, bem como a apresentacdo e
atendimento a requisitos minimos de identidade e qualidade validados para
possibilitar seu controle de qualidade®). Da mesma forma, diversos 6rgdos
reguladores internacionais deveriam exigir a padronizagdo quimica da propolis para
garantir sua qualidade, eficicia e seguranca’®, uma vez que aprovam este produto

com finalidade farmacéutica.

Devido a demanda pelo registro de produtos com indicacdo terapéutica,
contendo, como ativo, prépolis, isolada ou em associacao a ANVISA elaborou uma

Nota Técnica sobre o Registro de Produtos Contendo Propolis em 2005.

Esta define que os requisitos de registro estdo expressos na RDC n? 132 de
29 de Maio de 2003, enquanto que a nota técnica abrange itens para a comprovacao
de seguranca e eficacia, além de requisitos minimos de identidade e qualidade

validados, entre eles, a evidéncia da presenga de marcadores que comprovem a
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origem da propolis. Sendo aplicavel a produtos que contenham prépolis e que

apresentem indicagao terapéutica, nacionais ou importados®©®.

Nela consta que para a comprovacao de eficacia e seguranca para produtos
de uso tépico com as seguintes indicacdes de uso: anti-inflamatério, anti-séptico e
cicatrizante, ndo serdo exigidos estudos de comprovacao de eficacia. Para outras
indicacdes nao derivadas de uso tradicional e para associacbées que envolvam
propolis e extratos vegetais (ativos), devera ser apresentado: comprovacao clinica
(Fase Ill) do efeito terapéutico e da seguranca de uso para a propolis especifica que
€ utilizada no produto ou na associagdo; ou a comprovacdo da eficacia e da
seguranga de uso. As comprovagdes também poderdo ser apresentadas por meio
de literatura cientifica indexada em bases de dados com estudos realizados com a

prépolis especifica objeto do produto a ser registrado®.

5.2 Tipificacao da Prépolis

Atualmente, a maioria das publicagbes relacionadas as atividades biol6gicas
da prépolis incluem a caracterizagdo quimica da amostra utilizada®?. A importancia
da tipificagdo das amostras de propolis e quantificagdo dos seus componentes
bioativos presentes € sua caracterizagdo, e a consequente possibilidade de
emprego desta amostra como matéria-prima para a producdo de produtos
farmacéuticos, cosméticos e de higiene oral®®, podendo ser utilizado um tipo

especifico de propolis para uma determinada atividade.
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A prépolis brasileira pode ser classificada de acordo com a presenga de
marcadores quimicos principais. Esta tipificagdo € relacionada com a regido
geografica da coleta de resina vegetal pelas abelhas. A prépolis brasileira pode ser
agrupada em quatro tipos: BRG, BRP(PR) , BRP(SP/MG) e BRPG, conforme ja

apresentado previamente.

Analisando a composi¢cdo quimica da amostra da propolis utilizada neste
trabalho e o seu respectivo extrato etandlico concluiu-se que se trata de uma mistura
de prépolis tipos BRP(SP/MG) e BRP(PR), sendo que as amostras possuem todos

os marcadores definidos para ambos os tipos e estdo descritos na Fig. 6.
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FIGURA 6: Estruturas quimicas dos marcadores presentes na amostra tipificada

como BRP(PR) e BRP(SP/MG).
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6. CONCLUSOES

Frente as 210 cepas de S. aureus utilizadas no trabalho o EEP apresentou
atividade antimicrobiana, com CIMsy e CIMgo coincidentes e equivalentes a

1420 pg/mL.

De acordo com a composicao quimica obtida da amostra da prépolis in natura
e 0 seu respectivo extrato etandlico concluiu-se que se trata de uma mistura
de prépolis tipos BRP(SP/MG) e BRP(PR), pois as amostras possuem todos

os marcadores definidos para ambos os tipos.
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7. ANEXOS

Anexo 1: Laudo Técnico do Extrato Etandlico de Prépolis Novo Mel®

NOVO MEL

Novo Mel Ind. e Com. Exterior Ltda. ME
Rua Comendaddor Elias Assi, 96

Tel: 55 11 3721 5693

e-mail: novome@novomel.com.br
CNPJ 00 596 942/0001-8I

IF 114 404 590 112

Leia nossa HOME PAGE
www.novomel.com.br

LAUDO TECNICO DO EXTRATO DE PROPOLIS

Produto: EXTRATO DE PROPOLIS MARROM Lote / Fab : 180209

Método de Producio: Maceracio / Percolagio Val: Fev./ 2011
Solvente para Extracdo: Alcool etilico neutro Lote de matéria Prima: 005/08
Caracteristicas Sensoriais Resultados Obtidos
Aspecto Limpido
Coloragdo Marrom esverdeado
Sabor Sabor forte e caracteristico
Aroma Aroma caracteristico
Caracteristicas Fisico-quimicas Resultado Obtido
Extrato seco 22,8 %
Teor alcodlico 73 °G. L.
Testes de Qualidade Resultado Obtido
Indice de Oxidacao Reacio positiva
Reag¢do quantitativa dos compostos Reagdo positiva
flavonoides
Responsavel: Dra. Beatriz Pamplona
Laboratorista: Tec. Natalia R. de Sa
Referéncias:

MARCUCCI, Maria Cristina ; BANKOVA, V. "Standardization of Propolis: Present Status and
Perspectives" , Bee World, Inglaterra, v. 81, n. 4, p. 182-188, 2000.

" Métodos de controle quimico de amostras de propolis” Dissertacdo de Mestrado, Ricardo Gomide
Woisky do Rio, Faculdade de Farméacia- USP, 1996 .

Novo Mel 2007. Todos os direitos reservados.
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Anexo 2: Referéncia numérica das cepas utilizadas no trabalho com as respectivas
identificacées da Bacterioteca do Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo e as

classificagdes dos Micro-organismos.

o o e . Micro-
N N° Identificacao Bacterioteca organismo
1 3045127 MSSA
2 3045114 MSSA
3 366 MSSA
4 3045126 MSSA
5 3045121 MSSA
6 3046709 MSSA
7 2986595 MSSA
8 2986598 MSSA
9 2986429 - 325 MSSA
10 2986435 - 329 MSSA
11 2986430 - 333 MSSA
12 2986506 - 308 MSSA
13 2986515 - 322 MSSA
14 2990459 MSSA
15 3046716 MSSA
16 2976879 MSSA
17 2907617 - 207 MRSA
18 2943377 - 218 MSSA
19 2943312 - 192 MRSA
20 494854 -151 MSSA
21 2746359 - 615 MSSA
22 2936885 - 161 MSSA
23 2936880 - 160 MSSA
24 2936877 - 153 MRSA
25 2621599 - 189 MSSA
26 2942276 - 200 MSSA
27 2621598 - 188 MSSA
28 500301 - 204 MSSA
29 2621596 - 187 MRSA
30 2936882 - 158 MSSA
31 ATCC 29213 MSSA
32 ATCC 33511 MRSA
33 2941752-139 R.1030687 MSSA
34 2941755 - 143 R.1107191 MRSA
35 2941763 - 146 R.869348 MSSA

36 2941753 - 147 R.1113713 MRSA
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37 2941756 - 149 R.923136 MSSA
38 2941758 - 141 R.826736 MSSA
39 2934402 - 120 R.905933 MRSA
40 2934409 - 119 R.1016118 MRSA
41 2943375 - 210 MSSA
42 2943383 - 221 MSSA
43 2943455 - 172 MSSA
44 2936889 - 165 MSSA
45 499138 - 186 MSSA
46 294311 - 199 MRSA
47 2943378 - 220 MSSA
48 2621599 - 190 MRSA
49 345197 - 440 MSSA
50 3045199 - 432 MSSA
51 3045198 - 433 MSSA
52 2988646 - 435 MSSA
53 2988642 - 439 MSSA
54 5299999 - 444 MSSA
55 524820 - 392 MRSA
56 530006 - 443 MSSA
57 3045190 - 424 MSSA
58 3045189 - 425 MSSA
59 3045184 - 426 MSSA
60 2988643 - 436 MSSA
61 3045200 - 437 MSSA
62 3045196 - 429 MRSA
63 ATCC 29213 MSSA
64 ATCC 33511 MRSA
65 2943466 -179 MSSA
66 2936890 - 166 MSSA
67 2943463 - 180 MSSA
68 2943465 - 182 MSSA
69 2934401 - 121 R.879929 MSSA
70 2986574 - 320 MSSA
71 2986432 -327 MSSA
72 2928266 -169 MRSA
73 3045183 -422 MSSA
74 3045191 - 423 MSSA
75 2943380 - 224 MSSA
76 2928781 - 214 MSSA
77 3045181 - 416 MSSA
78 2986433 - 331 MSSA
79 3045182 - 418 MSSA
80 2990450 - 324 MRSA

81 2976869 MSSA



Continuagao
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

2976871
518335
2976883
2976878
2976873
2976884
2976885
2976881
2986579
2986587
2986585
2986577
3045715
ATCC 29213
ATCC 33511
3046717
3045166
2943460 - 175
2943458 - 177
2976875
2986572
2986596
511410
2941618 - 231
2943387 - 225
2941628 - 240
2928277 - 217
2941615 - 215
2943376 - 233
2941624 - 233
2941621 - 229
3046713
359
2928800
3001403
2937680
2899198 - 136
3046711
2989428
2986589
2943303 - 201
500277 - 203
2941614 - 216
2943313 - 197
2907655 - 205

MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
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127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

ATCC 29213
ATCC 33511
2894872 - 108
2927560 - 95
2899192 - 126
2892282 - 133
2936879 - 164
2899200 - 134
2895020 - 04
2831563 - 10
2895027 - 14
2895017 - 05
2831560 - 15
474139 - 543
2831815 - 456
2895023 - 06
2895024 - 08
2894805 - 46
2892296 - 41
2892245 - 51

2892242 R.770602

2892239 - 50
2892237 - 43
2831562 - 9
2879841 - 70
2894864 - 106
2879848 - 64
2879847 - 68
2879846 - 71
2879843 - 69
480729 - 55
2879839 - 62
ATCC 29213
ATCC 33511
858
851
854
841
175
837
846
853
171929
171971
182426

MSSA
MRSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MSSA
MSSA
MRSA
MRSA
MSSA
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172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216

182463
182532
184243
186529
170934
173232
173349
173400
174220
173857
176304
177167
178424
172569
172868
172899
173229
172386
172069
ATCC 29213
ATCC 33511
171297
171967
171251
171249
171241
170883
170173
169900
176363
178112
182513
185492
172542
173564
173714
173577
186284
186500
187720
2746479 - 499
2746472 - 501
2881068 - 316
2879667 - 877
2879666 - 910

MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MRSA
MSSA
MSSA
MRSA
MSSA
MSSA
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217
218
219
220
221
222
223
224

2927561 - 94
2934408 - 124
2894876 - 114
2894870 - 98
2894869 - 102
2894866 - 107
ATCC 29213

ATCC 33511

MRSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MSSA
MRSA
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Anexo 3: Resultados da Concentracao Inibitéria Minima para o Extrato Etandlico de Prépolis (n

Micro
organismo

(o)
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Legendas:

Nota: As cepas numeros 31, 63, 95, 127, 159, 191, 223 e numeros 32, 64, 96, 128, 160, 192 e 224 correspondem as

cepas ATCC de MSSA e MRSA, respectivamente.
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211 (+) (+) (+) (+) (+) MRSA
212 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
213 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
214 (+) (+) (+) (+) (+) MRSA
215 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
216 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
217 (+) (+) (+) (+) (+) MRSA
218 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
219 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
220 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
221 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
222 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
223 (+) (+) (+) (+) (+) MSSA
224 (+) (+) (+) (+) (+) MRSA
Legendas: (+) Crescimento Microbiano
(-) Auséncia de Crescimento Microbiano

Nota: As cepas numeros 159, 191, 223 e niumeros 160, 192 e 224
correspondem as cepas ATCC de MSSA e MRSA, respectivamente.
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RESUMO

Staphylococcus aureus (S. aureus) é um dos patdgenos mais frequentes
causadores de infecgcdes endémicas e epidémicas adquiridas em hospitais,
resultando em taxas de mortalidade e morbidade significativas. Infecgdes adquiridas
na comunidade também s&o comuns. A prevencao e tratamento de infecgbes
causadas por S. aureus tem se tornado tarefa dificil devido ao surgimento de cepas
multirresistentes. Neste contexto, o uso de produtos naturais, como a prépolis, tem
sido uma estratégia para o descobrimento de novos medicamentos. Sendo que a
falta de padronizacdo da composicao quimica da propolis é uma caracteristica
favoravel para sua utilizagdo como antimicrobianos, pois evita 0 desenvolvimento de
mecanismos de resisténcias pelos micro-organismos. Com o objetivo de determinar
a atividade antimicrobiana in vitro de extrato etandlico de prépolis frente a cepas de
S. aureus e definir a CIMsg e CIMgy foram estudadas 210 cepas provenientes da
bacterioteca do Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo. Além disso, tipificar a
propolis in natura e o respectivo extrato etandlico quanto a presenca de marcadores
quimicos pré-definidos. Para a definigao da CIM foi utilizado o método de dilui¢cdo
em agar e para a tipificacdo metodologia desenvolvida e descrita por Marcucci
(2000). Os resultados de CIM variaram de 710 a 2850 pg de extrato seco da
propolis / mL do meio. As CIMs, € CIMyy para as 210 cepas utilizadas no trabalho
como também para a analise individual das cepas ATCC de MSSA e MRSA séo
coincidentes e correspondem a 1420 ug/mL. A partir da analise cromatogréafica da
propolis in natura e o seu respectivo extrato etandlico concluiu-se que se trata de
uma mistura de prépolis tipos BRP(SP/MG) e BRP(PR), sendo que as amostras
possuem todos os marcadores definidos para ambos os tipos. Para a administracéao
clinica da prépolis sdo necessarios estudos in vivo para a confirmacdo dos

resultados.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus (S. aureus) is among the most frequent pathogen causing
endemic infections and epidemics acquired in hospitals, which results in significant
death and morbidity rates. The infections acquired from the community are also
common. The prevention and treatment of infections caused by S. aureus has
become difficult due to the appearance of the multi-resistant strains. In such context,
the use of natural products such as propolis has become the strategy to find out new
drugs. In view of lacking in standardization for the propolis chemical composition, this
becomes a favorable characteristic on the use as antimicrobial as this avoids the
development of resistance mechanisms by microorganisms. In order to establish the
antimicrobial activity in vitro of the ethanolic extract of propolis in respect to S. aureus
strain and to define Minimal Inhibitory Concentrationso (MICso) and MICgg, 210 strains
from Microbiology Laboratory of the Pathology Department of Medical Sciences
School of Santa Casa de S&o Paulo [Charity Hospital of Sdo Paulo] were studied; as
well as to typify the in natura propolis and the respective ethanolic extract in respect
to the presence of the previously defined chemical markers. Regarding MIC
definition, the agar dilution method was used, in respect to the typifying, a
methodology developed and described by Marcucci (2000) was used. MIC results
varied from 710 up to 2850 pg of dry propolis extract / mL of the mean. MICs, and
MICgo for 210 strains used in the work as well as the individual analysis of ATCC
strain of MSSA and MRSA coincide and correspond to 1420 pg/mL. In view of the
chromatographic analysis of the propolis in natura and the respective ethanolic
extract, a conclusion was made that this refers to the BRP(SP/MG) and BRP(PR)
propolis mix types; also, the samples have all markers defined for both types. In vivo
studies are required for the clinical administration of propolis in order to confirm the

results.
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IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Santa Isabel, 305 - 4° andar Santa Cecilia CEP: 01221-010 Séo Paulo — SP
PABX: 21767000 Ramal: 8061 — Telefax: 33370188 E-mail: eticamed@santacasasp.org.br

Sdo Paulo, 02 de julho de 2008. 5
Projeto n° 153/08
Informe este nimero para
identificar seu projeto no CEP

IImo.(a) Sr.(a)
Dra. Lucila Coelho Pamplona Zomenhan

Servico de Controle de Infecgdo Hospitalar

O Comité de Etica e Pesquisa da ISCMSP, em reunido ordinaria, dia 28/05/2008
e no cumprimento de suas atribuigbes, apds revisdo do seu projeto de pesquisa:
“Avaliacdo da acdo antimicrobiana de extratos etandlicos e sprays de
propolis frente a cepas hospitalares multi-resistentes”, emitiu parecer
inicial em pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:
Aprovado (inclusive TCLE);
Com pendéncias ha modificagbes ou informagoes relevantes a serem
atendidas em 60 dias, (enviar as alteracdes em duas copias);
|:| Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);
D N&o aprovado: e

|___| Aprovado (inclusive TCLE - Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido), e encaminhado para apreciagdo da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa — MS - CONEP, a qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias.
Informamos, outrossim, que, segundo os termos da Resolucio 196/96
do Ministério da Saide a pesquisa s6 podera ser iniciada apés o
recebimento do parecer de aprovagao da CONEP.

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa — ISCMSP

JOF
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IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE S.PAULO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Santa Isabel, 305 4° Santa Cecilia CEP 01221-010 Sio Paulo -SP
PABX: (11) 21767000 Ramal: 8061- Telefax-33370188 E-mail: eticamed@santacasasp.org.br

¥ Sdo Paulo, 13 de maio de 2009.

IImo.(a).Sr.(a)
Dr.(a). Lucila Coelho Pamplona Zomenhan
Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar

Estamos encaminhando parecer do Comité de Ftica em Pesquisa -SC referente
Emenda datada de 26-03-09 ao Projeto n°® 153/08™Avaliacio da acdo
antimicrobiana de extratos etandlicos e sprays de prépolis frente a

cepas hospitalares multi-resistentes”.

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
ISCMSP

BBL
Carta enc. Parecer/emenda



IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

Parecer consubstanciado

Projeto no. 153/08

I. Identificag@o:

Titulo do projeto: “Avaliagdo da a¢do antimicrobiana in vifro de Extrato Etandlico de
Prépolis frente a cepas de Staphylococcus aureus”. Emenda de 26 de margo de 2009.
Pesquisador responsavel: Lucila Coelho Pamplona Zomenhan

Institui¢do: Dept de Ciéncias Patologicas da FCMSCSP

Data de entrada no CEP: 27 de margo de 2009

II. Objetivos:
Determinar a atividade microbiana in vifro de extrato etandlico de propolis
frente a cepas de Staphylococcus aureus.

III1. Resumo do Projeto
Cepas de Staphylococcus aureus serdo cultivadas em agar, com utilizagdo do
Repicador de Steers, para a determinagdo das concentragdes inibitorias minimas.

IV. Comentarios:
Trata-se de estudo prospectivo i vitro, sem a participag@o de seres humanos. Os

principios da Resolugido 196/96 MS e a aplicagio de TCLE ndo se aplicam neste estudo.

V. Parecer:
Aprovado.

J o
A AR L
Niro Kasahara
Relator CEP-ISCMSP

Sé&o Paulo, 05 de abril de 2009.

Parecer aprovado na
reuniao do CEP
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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