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RESUMO

Produtos naturais sao utilizados e pesquisados, pois podem
apresentar propriedades biolégicas favoraveis e
alternativas terapéuticas frente as bactérias
multirresistentes. A propolis ¢ um composto natural
complexo com diferentes propriedades bioldgicas, e sua
composicao sofre interferéncias da vegetacdo local,
podendo, em decorréncia disso, apresentar variagio nas
propriedades antibacterianas. O objetivo desse estudo foi
avaliar os efeitos de extratos de propolis (EP) da Amazonia
Oriental brasileira frente a Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. EP alcoodlico (EPA) e hidroalcodlico
(EPHA) foram obtidos e avaliados em diferentes
concentragdes pelo método de macrodilui¢do em caldo. O
metabolismo e o crescimento bacteriano foram observados
a concentracgio bactericida minima (CBM). Considerando
as diferentes concentracoes de EPA e EPHA, a auséncia de
metabolismo de S. aureus foi observada em 100% das
amostras e a de crescimento em 99%. Observou-se
auséncia de E. coli em 100% das amostras para ambas as
analises. A CIM e CBM foram de 5 mg/mL de EPHA frente
as duas bactérias. Com os resultados de inibi¢ao bacteriana
de extratos de propolis da Amazonia Oriental brasileira
apresentarem efeitos antibacterianos, mesmo diluido em
agua, a propolis estudada, assim como a de outras regides,
possui potencial terapéutico.

PALAVRAS-CHAVE: Propolis; extratos;
antibacterianos; ecossistema Amazonico.

ABSTRACT

Natural products present favorable biological properties,
including as therapeutic alternatives against multi-
resistant bacteria. Propolis is a complex natural
compound with different biological properties, whose
composition may be affected by local vegetation,
leading to variation in its antibacterial properties. This
study aims to evaluate the antibacterial effects of
propolis extracts from the Eastern Amazon of Brazil
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli via
in vitro tests. Alcoholic (EPA) and hydroalcoholic
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(EPHA) EP were obtained and evaluated in different
concentrations by the broth macrodilution method. We
observed bacterial metabolism and growth to establish
the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum  bactericidal  concentration  (MBC).
Considering the different EPA and EPHA
concentrations, our results found the absence of
metabolism by inhibiting Staphylococcus aureus in
100% of the samples and growth in 99%. We found no
E. coli in 100% of the samples for both analyses. MIC
and CBM was 5 mg/mL of EPHA against the two
bacteria. With the results of bacterial inhibition of
propolis extracts from the Brazilian Eastern Amazon
showing antibacterial effects, even diluted in water, we
can consider that the studied propolis extract present as
much therapeutic potential as those from other regions.

KEYWORDS: Propolis; extract; anti-bacterial agents;
Amazonian ecosystem.

1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo substancias ou compostos
derivados de plantas ou animais. Sua utilizagdo ¢ uma
pratica do passado e € observada na atualidade de forma
crescente, atribuida principalmente a habitos de vida
mais saudaveis, a busca por tratamentos menos
agressivos ao organismo € por apresentarem
propriedades biologicas favoraveis a fins terapéuticos!.

A Organiza¢gio Mundial da Satde (WHO, 2002)*
define Medicina Tradicional (MT) e Medicina
Alternativa e Complementar (MAC) como praticas que
incluem terapias com uso de produtos naturais. Estas sdo
cada vez mais utilizadas como perspectivas nas praticas
de terapias em virtude de adversidades correlacionadas
as outras terapéuticas, como o acesso aos produtos
terapéuticos e a resisténcia a antimicrobianos em
diversas infecg¢des, resisténcia considerada uma ameaga
global em 2019. Além disso, os produtos naturais
apresentam vantagens, como a facilidade de acesso, o
baixo custo e a quantidade reduzida de efeitos colaterais
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quando comparados aos alopaticos™®.

Importantes politicas publicas na area da satde
foram implantadas no Brasil, destacando-se a
implementacdo da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema
Unico de Saude (SUS). A partir de 2018, o Ministério da
Saude incluiu 10 novas praticas no rol das
disponibilizadas pelo SUS, entre elas, a apiterapia, que
consiste na utilizagdo de produtos produzidos pelas
abelhas, como a propolis, para fins terapéuticos®!?.

A propolis ¢ um composto resinoso natural
produzido pelas abelhas para prote¢do das colmeias. Sua
producdo ¢ resultante de uma mistura de substancias,
como: ceras, secre¢des salivares, enzimaticas e de
materiais coletados da vegetal proxima a colmeia. Por
isso, sua composi¢do quimica varia qualitativamente e
quantitativamente de acordo com a flora (exsudatos das
plantas, resina, cera, pélen e néctar), além de outros
fatores, como o clima, a regido geografica, a espécie da
abelha coletora, a época da colheita, a técnica de
extracdo ¢ o solvente utilizado para obtenc¢do dos
extratos’!1-13,

A composicdo complexa e heterogénea de diferentes
tipos de propolis pode ter influéncia em caracteristicas
variadas, como as propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas'»!%. Dentre os estudos com Extratos de
Propolis (EP) que apresentam resultados favoraveis para
fins terapluticos, observa-se a acdo potencial
antioxidante, antitumoral, antifiingica, e,
principalmente, a a¢do antibacteriana'®?°, anti-
inflamatéria e antiviral, como em estudos recentes frente
ao SARS-CoV-2. Isto ocorre devido aos diferentes
aspectos do mecanismo de infec¢do serem alvos
potenciais para compostos encontrados na propolis,
como observados no estudo pré-clinico de Berreta ef al.
(2020)*!, em que a propolis promoveu imunorregulagio
de citocinas pro-inflamatoérias, e nos resultados de parte
de um ensaio clinico, no qual Silveira et al. (2021)%
administraram propolis oral concomitante ao tratamento
padrio do hospital em que os pacientes estavam
internados e observaram reducdo dos dias de internagéo.

Devido a biodiversidade ecoldgica do Brasil, a
composicao da propolis brasileira varia. Desse modo, 13
grupos foram classificados e catalogados de acordo com
a regido geografica de origem e caracteristicas fisico-
quimicas!’***, Os resultados do estudo realizado por
Machado et al. (2016)!'® ampliam o conhecimento sobre
a composi¢do quimica e atividades biologicas de
diferentes tipos de propolis do Brasil. Os autores
destacaram que os extratos etanolicos de propolis
vermelha tinham a atividade biologica mais alta em
todos os testes realizados. Segundo Olegario et al.
(2019)', foram identificados em seus estudos um total
de 315 compostos volateis em diferentes propolis
brasileiras. De acordo com o estudo, a analise e
caracterizagdo variaram significativamente e os autores
confirmaram que estes dependiam da 4rea geografica de
coleta da propolis.

O clevado efeito antibacteriano de diferentes
extratos de propolis € observado frente a Staphylococcus
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aureus ¢ FEscherichia coli, devido a inibicdo de
metabolismo e do crescimento bacteriano’!323:26,
Frequentemente presentes no microbioma humano de
individuos saudaveis, essas bactérias podem causar
desde infeccdes simples até doencas infecciosas mais
graves. O Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-
positiva que pode provocar doengas transmitidas por
alimento e altera¢des na pele, bem como se agregar ao
biofilme dental supra gengival, causar pneumonia,
abscesso, septicemia e endocardite?’!. J4 a Escherichia
coli, bactéria gram-negativa, além de poder se agregar
ao biofilme dental, pode causar ou contribuir com
infecgdes do trato urinario e intestinal, infecgdes
alimentares, meningites e septicemias®’-?330:32.33,

Diante das informacdes citadas sobre: a terapéutica
frente a microrganismos causadores de doengas
infeciosas, a variabilidade e os resultados biologicos
promissores da propolis; da auséncia de registros
encontrados na literatura cientifica referente ao
potencial antibacteriano de propolis da regido Norte do
Brasil e ao seu uso popular regional; e, considerando-se
o mérito ¢ a importancia de pesquisar a eficacia desse
produto natural, este trabalho tem por objetivo avaliar in
vitro os efeitos antibacterianos de diferentes
concentragdes de Extratos de Propolis alcodlicos e
hidroalcodlicos da Amazoénia Oriental brasileira sobre
cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

2. MATERIAL E METODOS

Origem e obtengdo dos Extratos de Prépolis
(EP)

A propolis bruta foi coletada em outubro de 2019,
em uma colmeia de Apis mellifera (abelha com ferrdo)
localizada em um apiario no municipio de Primavera
(latitude: 0°54'32.9"S, longitude: 47°06'46.4""W), estado
do Pard, na regido Norte e da Amazbnia Oriental do
Brasil. A vegetacéo principal entorno do apiario consiste
em um ambiente de mangue com predominancia de
“anani” (Symphonia globulifera), “urucuba” (Virola
gardneri) e “agaizeiro” (Euterpe oleracea).

Para obtencdo do Extrato de Prdpolis alcodlico
(EPA), foi utilizada a proporcéo de 10 g de propolis
bruta triturada em 90 mL de é&lcool cereal 80%
(Agroinddstria Tarumd Ltda, Sdo Pedro do Turvo,
Brasil). A solucdo foi armazenada em um recipiente de
vidro escuro protegido com papel aluminio e Parafilm®
(Sigma, Saint Louis, Estados Unidos), homogeneizada
sob agitacdo moderada por 5 minutos, 1 vez ao dia,
durante 5 dias, e mantida por 45 dias em repouso para
posteriormente ser filtrada em papel filtro.

Diferentes concentragdes de EPA foram obtidas e,
para cada extrato, diluicdes com 4&gua ultrapura
(Farmace, Ultramega Distribuidora Ltda, Camarage,
Brasil) foram realizadas na mesma proporcdo em
volume, de 50/50 (Alcool/agua) para obtengdo do
Extrato de Prépolis hidroalcodlico (EPHA). Oito grupos
(G) de extratos foram testados: G1-EPA 10% (10% de
prépolis); G2-EPA 5% (5% de propolis); G3-EPA 1%
(1% de prépolis); G4-EPA 0.5% (0.5% de propolis); G5-
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EPHA 10% (10% de propolis); G6-EPHA 5% (5% de
prépolis); G7-PHA 1% (1% de propolis), G8-EPHA
0.5% (0.5% de prépolis).

Efeitos antibacterianos

Foram utilizadas cepas de referéncia padrdo
American  Type Culture Collection (ATCC):
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia
coli (ATCC 25922) (Laborclin, Pinhais, Brasil). As
cepas foram cultivadas no Laboratério de Bacteriologia
da Universidade do Estado do Para, conforme
recomendagdo do  fabricante.  As  bactérias
Staphylococcus aureus foram cultivadas em meio agar-
sangue (Agar Base Columbia (Himedia, Mumbai, india)
suplementado com 5% de sangue de carneiro) e
Escherichia coli em meio agar Mac Conkey (Kasvi,
Italia). As placas foram incubadas em estufa a
temperatura de 35-37 °C por 24 horas®.

As atividades antibacterianas dos EP foram
analisadas pela observag@o de auséncia ou de presenga
do metabolismo celular para estabelecer a Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) e pela observagdo do
crescimento bacteriano para Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) pelo método de macrodiluigdo em caldo
e de acordo com as normas da NCCLS (Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI), com adaptagdes.

As amostras foram dispostas em tubos na ordem
decrescente de EPA com concentragdo de 100, 50, 10 e
5 mg/mL e de EPHA nas mesmas concentragdes. Cada
tubo continha 500 pL de EP, 500 pL do caldo de cultura
Trypticase Soy Broth (Laborclin, Pinhais, Brasil),
seguido da adigdo de 100 puL do indculo bacteriano. Para
cada experimento, a suspensdo bactéria era ajustada em
solugdo salina (NaCl 0,85%) para obter uma turbidez
equivalente a uma solugdo padrdo de 2.0 de McFarland,
contendo aproximadamente 6 x 108 UFC/mL. O 4lcool
cereal 80% também foi analisado (G9) para verificar a
possivel atividade do solvente, assim como a propor¢ao
de 50/50 com agua ultrapura (G10).

Para garantir a confiabilidade dos resultados, foram
realizados o semeio dos indculos de cada experimento
em 4agar; os controles positivos (Cl, também
considerado GI11), com caldo de cultura, inoculo
bacteriano e agua ultrapura; e os controles negativos
(C2). As amostras foram agitadas por 10 minutos em
velocidade de 100 rpm e incubadas a temperatura de 35-
37 °C por 24 horas.

Para analise da CBM, aliquotas de 1 puL de cada
amostra foram semeadas com alca bacteriologica
descartavel em agar. As placas eram incubadas
conforme especificagdo anterior. Apos 24 horas, a
auséncia ou a presenga de crescimento bacteriano era
observado macroscopicamente por caracteristicas
superficiais de colonias de cada bactéria. Para as placas
com crescimento, foi realizada a analise microscopica
por Coloragdo de Gram.

Para analise da CIM, utilizou-se o método
colorimétrico de metabolismo celular, com o uso da
Rezasurina  7-hidroxi-3H-fenoxazina-3ona 10-6xido
(Inlab, Diadema, Brasil) a 0.01%. Apds o semeio das
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amostras para CBM, em cada tubo foram acrescentados
150 pL de Resasurina e as amostras foram novamente
incubadas a temperatura de 35-37 °C. Duas verificagdes
foram realizadas durante o periodo de 24 horas. Apos o
periodo de incubagdo, por meio da leitura visual, as
amostras foram classificadas de acordo com a coloragao,
com azul representando auséncia de metabolismo e rosa,
a presenca de metabolismo celular.

Cinco experimentos foram realizados para cada
bactéria, todos em triplicata, correspondendo ao total de
15 ensaios. Tal decisdo foi baseada no maior numero de
eventos encontrados em publicagdes prévias relevantes
e andlogas aos objetivos propostos"!S e, mais
especificamente, em Torres et al. (2018)'3.

Analise dos resultados

Para os resultados de cada bactéria, as analises
primarias foram constituidas pela comparagdo das
incidéncias dos efeitos antibacterianos entre os grupos
combinados: aqueles com concentragdes diferentes do
mesmo EP (Gl a G4), (G5 a GS8); aqueles
independentemente do tipo de EP (G1 a G8) e aqueles
independentemente da concentragéo, do tipo de EP e da
presenca de propolis (G1 a G10).

As andlises secundarias foram constituidas pelas
comparagdes de todos os grupos, independentemente da
concentragdo, do tipo de EP, da presen¢a de propolis e
do solvente/diluente (G1 a G11). Todas as comparagdes
foram feitas de dois a dois, por meio do célculo dos
Riscos Relativos (RR), com respectivos qui-quadrados
(x2) e intervalos de confianca a 95%, sendo assumidas
diferencas estatisticas significativas entre os grupos de
comparag¢do quando p<0.05.

Para a analise terciaria, considerou-se a média dos
valores da CIM e CBM dos 15 ensaios, definidos como
a menor concentracdo de EP com efeito inibitorio
antibacteriano devido a auséncia da atividade
bacteriana.

3. RESULTADOS

A propolis bruta da Amazonia Oriental brasileira
apresenta coloragdo escura (Figura 1). Visualmente, os
EPA resultaram em uma coloragio limpida que, quanto
maior a concentragdo de propolis, mais intensa.
Observou-se, nos EPHA, turbidez opaca e leitosa, mais
intensa quanto maior a concentrag¢ao de propolis.

O desfecho microbioldgico da atividade bacteriana é
representado pelos resultados de um ensaio, conforme a
descricdo de cada analise. Nas analises dos efeitos
antibacterianos, quanto ao tempo apds o uso da
Rezasurina, verificou-se que ndo houve diferenca de
resultado entre £12h e 24h. Na analise do metabolismo
celular (Figura 2), observa-se que os grupos de G1 ao
G10 e o controle negativo (C2) apresentam coloragéo
azul (auséncia) e somente o controle positivo (C1)
coloragdo rosa (presenga); na analise do crescimento
bacteriano (Figura 3), “A” e “B” de Staphylococcus
aureus, “C” ¢ “D” de Escherichia coli.
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Figura 1. Propolis Bruta da Amazonia Oriental brasileira.
Fonte: Proprio autor.

Figura 2. Desfecho microbioldgico do metabolismo celular.
Fonte: Proprio autor.

Figura 3. Desfecho microbioldgico do crescimento bacteriano.

A: Presenca de crescimento de Staphylococcus aureus; B: Auséncia
de crescimento de Staphylococcus aureus; C: Presenga de crescimento
de Escherichia coli; D: Auséncia de crescimento de Escherichia coli.
Fonte: Proprio autor.
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De 15 repeticdes para cada grupo experimental (G1
a G10), foi observada a auséncia de metabolismo celular
em todos os ensaios de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Quanto ao crescimento bacteriano, a
auséncia foi semelhante, com excecdo de 1 amostra que
ocorreu no grupo G3 (1/15, 6.66%), com presenca de
crescimento de Staphylococcus aureus (Tabela 1).

Tabela 1. Desfecho microbiolégico do metabolismo celular.

Inibicdo Bacteriana

Staphylococcus Escherichia
aureus coli
Metabolismo Crescimento Metabolismo Crescimento
EXTRATOS
SOLVENTES/DILUENTE
Extratos de Prépolis alcoélico (f 3(/]?'2) (;89/;’20) (f[[:(/]?'Z) (163(/1?'2)

o o 0
G1: EPA 10% - 100 mpmL 15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)

9 o o o
G2: EPA 5% - 50 mgimL. 15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)

. o 0
3 EPA 1% - 10 mgmL 15/15(100%)  14/1593%)  15/15(100%)  15/15(100%)

9 o o o
G4 EPA0.5% - 5 mg/mL 15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)

60/60 60/60 60/60 60/60
(100%) (100%) (100%) (100%)

15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)

Extratos de Prépolis hidroalcoélico

GS5: EPHA 10% - 100 mg/mL

o o 0
G6: EPHA 5% - 50 mmL 15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)

. o o .
G7: EFHA 1% - 10 mg/mL 15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)  15/15(100%)

G8: EPHA 0.5% - 5 mg/mL 15/15 (100%) 15/15(100%) 15/15(100%) 15/15(100%)

Solvente: Alcool

G9: Alcool Cereal 80% 15/15 (100%) 15/15(100%) 15/15(100%) 15/15(100%)
: o

Solvente + Diluente

G10: Alcool + Agua 15/15 (100%) 15/15(100%) 15/15(100%) 15/15(100%)

Diluente: Agua
0/15 (100%) 0/15 (100%) 0/15 (0%) 0/15 (100%)

G11: Agua Ultrapura

Para as comparagdes entre grupos (G1 a G10), frente
a inibicdo bacteriana por auséncia de metabolismo e de
crescimento de Staphylococcus aureus, nao houve
qualquer diferenca estatistica entre os grupos, o RR foi
de 1.00 (IC 95% 0.88 - 1.13, p = 1.00). Somente as
comparagdes envolvendo o G3 apresentaram RR de 0.97
(IC 95% 0.89 - 1.28, p=0.47), sem diferenca estatistica
também. A analise primaria, conforme previamente
planejada no método entre os grupos (Gl a G10), foi
dispensada. Na analise secundaria, todas as
comparagdes dos grupos experimentais com o Gl1
resultaram diferenga estatistica significativa, de GI a
G10 (exceto G3), RR de 31 (IC 95% 2.02 - 475.12,p =
0.01), e comparagdes com o G3, RR de 29 (1.89 -
445.86, p = 0.02).

Para todas as comparagdes realizadas entre os grupos
(Gl a G10) frente a Escherichia coli, ndo houve
qualquer diferenca entre os grupos comparados (RR
1,00; IC 95% 0.88, 1.13, p = 1,00) e, portanto, a analise
primaria foi dispensada. Na analise secundaria, todas as
comparagdes dos grupos experimentais com o Gl1
resultaram em diferenga estatistica significativa RR de
31(2.02 -475.12,p=0.01).

Na analise terciaria, observou-se que a CIM ¢ CBM
foi 5 mg/mL de EPHA, para Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (Figura 4).
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Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo
Bactericida Minima (CBM) em mg/mL

CIM Staphylococcus aureus | 2
CBM Staphylococcus aureus | 2
CIM Escherichia coli g 2
CBM Escherichia coli g 2

WEPA EEPHA 0 50 100

Figura 4. Valores da CIM e CBM dos Extratos de Propolis.

4. DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana da prépolis vem sendo
descritas contra diferentes patégenos que causam
infeccdes leves e graves. Salientar a importincia da
pesquisa cientifica que investiga suas propriedades
eleva o mérito da busca de alternativas para solugdes
com fins terapéuticos.

Berretta et al. (2020)?', em decorréncia da pandemia
da COVID-19 observaram que alguns aspectos da
infeccdo por SARS-CoV-2 apresentaram mecanismo de
acdo que sdo alvos potenciais para compostos ja
observados em extratos de propolis. Assim sendo, os
autores defendem que houve a redug@o do risco e de
impactos da infec¢@o e sugerem o uso da propolis como
uma opg¢do terapéutica promissora como adjuvante de
tratamento. Sugestdo observada de forma semelhante
com os resultados obtidos por Silveira et al. (2021)%,
quando administraram prépolis oral de forma
randomizada concomitante ao tratamento padrio de
pacientes internados e observaram redugao significativa
dos dias de internagdo dos pacientes que fizeram o uso
do composto. Esses estudos elucidam que a propolis ¢
constantemente estudada e apresenta resultados
bioldgicos promissores, com terapéuticas satisfatorias.

Ao se considerar a variabilidade de propriedades
devido a complexidade da composi¢do da propolis,
destaca-se que a propolis brasileira apresenta diferentes
coloragdes, compostos e atividades biologicas, como
observado no estudo de Machado et al. (2016)'°. Os
autores avaliaram oito tipos de propolis brasileira e seus
resultados corroboram com os de Olegario et al.
(2019)!%, que identificaram diferentes compostos em
propolis de origem geografica distinta. Evidencia-se a
necessidade de mais estudos com propolis brasileira
devido a biodiversidade ecoldgica do Brasil, a existéncia
de 13 tipos catalogados e a auséncia na classificagdo de
registros de propolis com origem da regido Norte!»23.

A propolis bruta utilizada neste estudo, da Amazonia
Oriental brasileira, apresentou coloragdo escura,
propriedade fisica semelhante a propolis do Grupo 3, do
Parana, Regido Sul do Brasil, e dos Grupo 8 ¢ 10 da
Regido Nordeste do Brasil, conforme os dados de Park
et al. (2000)".

Nos estudos de Nina et al. (2015)*° e Gorniak et al.
(2019)% foi observado que o EP ¢ a forma mais utilizada
desse composto e os solventes mais utilizados sdo o
alcool, por apresentar melhor extragdo dos compostos, €
a 4gua®®, por possiveis efeitos adversos do élcool’’.
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Assim, Extrato de Propolis hidroalcoodlico (EPHA) seria
ideal para o consumo humano, foi implicado para
analise neste estudo a propor¢do de 50/50 devido aos
melhores resultados encontrados frente as propriedades
quimicas e biologicas por Sun et al. (2015)°% ¢ Campos
et al. (2020)"5, assim, os resultados obtidos nesse
experimento também mostraram resultados favoraveis e
podem ser validados.

De acordo com os resultados obtidos, de G1 a G10,
ndo houve qualquer diferenga em relagdo a inibicdo
bacteriana independentemente da analise e da bactéria,
logo, a incidéncia do desfecho foi igual para EPA e
EPHA. Assim, depreende-se que a exposicdo a
determinado fator de concentragdo e de diluicdo nao
causou maior risco de presenca bacteriana em relagdo a
outra exposta. Considerando a auséncia de efeito na
inibigao bacteriana observada do Gl1
independentemente da analise e da bactéria, indica-se
que a exposicdo dos grupos (G1 a G10) foram fatores de
protegdo. Assim, EPA e EPHA apresentam o fator
protetor frente a atividade bacteriana. E valido enfatizar
que, além do ineditismo pelo tipo de propolis utilizada,
as analises foram realizadas em triplicada e em cinco
experimentos  independentes, conforme método
observado somente no estudo de Torres et al. (2018)"3,
fato que conferiu maior confiabilidade dos resultados
por provavel reducdo do erro 8.

Em seus experimentos, Torres et al. (2018)"
avaliaram que o EPA apresentou o efeito antibacteriano
contra Staphylococcus aureus com aproximadamente a
CIM de 1 mg/mL e 6 mg/mL, resultados proximos aos
encontrados no presente estudo, mesmo se avaliado
propolis do Sul do Brasil de duas abelhas. Ao se
considerar a CIM de 5 mg/mL de EPA, observou-se que
a CIM foi maior se confrontada com os resultados de
Devequi-Nunes et al. (2018)' (de 0.2 2 0.8 mg/mL, com
diferentes propolis do Brasil) € Campos et al. (2020)'°
(0.13 mg/mL, com propolis do Sudeste do Brasil).
Referente a CBM, o resultado encontrado de 5 mg/mL,
foi maior que os observados por Machado et al. (2016)**
(com intervalo de 0.4 a >1.6 mg/mL, com diferentes
propolis do Brasil) e Amarante et al. (2019)* (com 0.6
mg/mL, ao analisarem um EP comercial e um da Bahia).

De acordo com os resultados de Campos et al.
(2020)"%, a CIM de EP do Sudeste do Brasil sobre
Escherichia coli foi de 4.3 mg/mL, dados que
corroboram com os resultados obtidos no presente
experimento, sugerindo a validade destes. Ao se
considerar a CIM de 5 mg/mL de EPA, observou-se
variagdo de concentragdo quando observados nos
resultados de Torres ef al. (2018)'3 com a média de +8
mg/mL e £10 mg/mL e os de Devequi-Nunes et al.
(2019)!, de 0.4 a 1.6 mg/mL. Referente a CBM, o
resultado encontrado de 5 mg/mL foi maior se
confrontado com os resultados de Machado et al.
(2016)**, no qual o observado foi de 0.8 4 >1.6 mg/mL.

Com os resultados de EPA ¢ EPHA, a CIM ¢ CBM
para Staphylococcus aureus e Escherichia coli foi de 5
mg/mL de EPHA. Dessa forma, mesmo diluido com
agua, o efeito antibacteriano por inibigdo de
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metabolismo e de crescimento foi observado. Poucos
estudos foram encontrados com EPHA e observou-se
objetivos semelhantes somente no estudo de Campos et
al. (2020)"%, que apresentou CIM sobre Staphylococcus
aureus de 2.15 mg/mL e para Escherichia coli 34.38
mg/mL, valores com maior diferenca dos resultados
encontrados, fato que pode ser atribuido as formas de
obtengdo dos extratos. Os EPHA do presente estudo
foram extraidos com alcool cereal 80%, enquanto os do
estudo citado ndo tiveram essa informagdo apresentada.
Isto pode sugerir que o novo EP da Amazonia Oriental
brasileira apresente uma acdo superior frente a
Escherichia coli mesmo diluido em 4gua. Entretanto,
mais pesquisas sdo necessarias para comprovagao.

Os valores da CIM e CBM do presente estudo (5
mg/mL) foram a menor concentracdo testada.
Microdilui¢des poderiam ser realizadas, no entanto,
observou-se no estudo-piloto e no experimental que a
inibigdo antibacteriana também era encontrada no grupo
com alcool cereal 80% isolado (G9) e no grupo com a
propor¢ao de alcool cereal 80% com agua ultrapura
(G10). Portanto, devido a concentragdo 5 mg/mL
corresponder a 0,5% de propolis e 99,5% liquido,
realizar microdiluigdes com essa metodologia
provavelmente ndo faria diferenca. Esta ¢ uma
informagdo pouco observada e discutida na literatura e
de grande relevancia para realmente atribuir o potencial
biologico aos EP pelo sinergismo dos compostos
extraidos pelo 4alcool ou somente ao alcool,
principalmente em extratos com proporg¢do de propolis
muito baixa.

Com base nos resultados obtidos e na literatura
especializada, considera-se que as variagdes de
resultados sdo devido a complexa composicdo da
propolis e a falta de padronizagdo entre os estudos. Este
fato pode atribuir algumas limitagdes as correlagoes,
assim como a falta de algumas informagdes. Destaca-se
neste estudo, o comprometimento e a originalidade, ao
ser o primeiro a avaliar a propriedade biologica
antibacteriana de propolis com origem da Amazdnia
Oriental brasileira. Limita¢des ocorreram devido ao
cenario da pandemia; as atividades laboratoriais foram
temporariamente suspensas, mas almeja-se o breve
retorno para a continuidade de mais analises, como as de
diferentes volumes de diluentes, além de comparagdes
com propolis de origem diferente.

Ao se considerar que a propolis utilizada nos extratos
desse estudo pode apresentar ou contribuir com os
efeitos antibacterianos por ndo impedir a inibigdo do
metabolismo e o crescimento das bactérias e que
diversos estudos apresentaram resultados sobre o
potencial farmacologico e os efeitos antibacterianos da
propolis, sugere-se que mais estudos com EP dessa
regido brasileira devam ser realizados. Além disso,
salienta-se a importincia econdémica e social deste
estudo, pois a apicultura ¢ uma atividade econdmica
local do municipio ¢ que EPA sdo preparados e
utilizados pela populagdo da regido. Sugere-se também
mais experimentos com EPHA para avaliar diferentes
propor¢des de volume entre alcool e agua a fim de
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possivelmente atribuir o efeito e o valor minimo que os
extratos podem ser diluidos sem perder o efeito,
estabelecendo protocolos de orientacdo de uso com mais
precisdo desse composto natural tdo utilizado pela
populacao.

5. CONCLUSAO

Conforme a metodologia proposta e a partir dos
resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que os
Extratos de Propolis da Amazonia Oriental brasileira,
em diferentes concentracdes e diluicBes, apresentam
efeito antibacteriano sobre Staphylococcus aureus e
Escherichia coli por inibirem o metabolismo e o
crescimento bacteriano.
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