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RESUMO

A atividade antimicrobiana de propolis foi cstudada em Streprococcus pyogenes, microbiota de cavidade oral e fungos pro-
dutores de micotoxinas. Os meios CAM ¢ BDA foram utilizados para o cultivo de fungos e o dgar Rogosa, APT, BHI ¢ sangue
para bactérias orais, empregando-se a combinagdo das técnicas de semeadura em profundidade e placa gradiente de Szibalsky.
Os fungos toxigénicos nao foram inibidos pela propolis. A propolis apresentou efeito bacteriostitico em microrganismos da
cavidade oral semeados em profundidade na placa gradiente, observando-se crescimento inclusive com 1,0% de propolis apos
72 horas. Em 5. pyogenes, apenas a producio de hemolising foi inibida em dgar sangue, porém observou-se efeito bactericida
em caldo BHI + propolis. A atividade de propolis em 5. pyogenes dependen da aeracio e tipo de nutrientes e provavelmente
além de agdo antimicrobiana, as propricdades farmaco-dindmicas determinam o efeito final do sistema biclagico,
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I - INTRODUCAO

Propalis € uma substincia resinosa produzids pelas abe-
Thas [Apis melliferg L) e ulilizads na medicina pupulﬁr de-
vido a propriedade farmaceo-dindmics ¢ antimicrobiana (A-
ZEVEDO & FLECHTMANN, 19383; TREVISAN, 1983:
MERESTA & MERESTA, 1985). Esta substancia ¢ compos.
ta de 55% de resinas ¢ bdlsamos, 30% de ceras, 10% de Oleos
valdteis ¢ 5% de pdlen, sendo identificados dcidos aromdti-
cos méaturados e flavondides entre substancias com ativida.
de biolégica (TORICH, 1981, apud TREVISAN, 1983), mos-
tra microclementos (DIMITROV-MAMNGADIEV, 1976) e
apesar da constatagdo de atividade enzimdtica de interesse,
eslas estfio entre componentes pouco estudados (POFESCU
et alii, 1976). )

A atividade bactericida de prdpolis foi deserita por KI-
VALKIMNA em 1959 (apud AZEVEDO & FLECHTMANN,
1963), que posteriormente também observou efeito bacte-
riostdtico de amplo espectro, cuja intensidade variouw de
acordo <om a procedéncia (KIVALKINA, 1976). Entre ou-
tras propriedades estio o efeito cicatrizante, ancstésico ¢
anti-inflamatdrio (DONADIEU, 1980, apud TREVISAN,
[983), porém constatou-se atividade mitogénica depressiva
em meristemas de Adion cepe (POPOVICL, 1976) e mani-
festagides cutineas alérgicas em apicultores (TREVISAN,
1983).

Tendo em vista que a propolis tem sido utilizada em es-
cala comercial na haomeopatia, o presente trabalho propde

cstudar atividade antimicrobiana desta substincia em mi-
crorganismos  da cavidade oral, dando mzior énfase a
Streprococcus pyogenes, assim como avaliar a viabilidade da
utilizagio deste composto na preservacio de alimentos com
baixa umidade , visando z inibicio de fungos toxigénicos.

2 -MATERIAL E METODOS

Solugio de pripolis “in natura™

A solugdo de propolis a 10,0% foi preparada com amos-
tra provenients de Rio Clare-SP em etanol absoluto, obten-
do-se um liguido limpido de coloracio amarclada apas a fil-
tragdo do macerado 2 -200C para eliminago de coras. A so-
lugdo aguosa a 20,0% foi obtida adicionando-se 10,0 mL de
11_20 a20,0ml  de solugdo alcodlica a 10,0% ¢ a mistura
mantida a S0°C em banho de dgua, até a redugio para volu-
me final de 19,0 ml, considerando a termoestabifidade de
propolis ¢ elitninacio do etznol por evaporagio (PRADO
FILHO et alii, 1962}

Teste de solubilidade de prépolis

A solubilidade de propelis foi analisada em H»0O, HCL
1LON, NaOH 1,0N, etanol, etanol + Ho0 (1:2), Tween 20 2
80, n-hexano e clorofdrmia.

Efeito de propolis em fungos toxigénicos
Solucio. aguosa de esporos em 0,1% de Tween BO
foi preparada com Aspersillies poresiticns NERL 2999
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NRRL 5520 (AFBq e Bo), A. flavus NRERL 3251 (AFB e
E2), A, achracews NRRL 3174 (ocratoxina A e 4-hidroxi-
meteina), A. mellens NRRL 3519 (ocratoxina A), Penicifllivm
roguefort HPB 110376-8 (Patulina) e Penicillium citrinum
AVA 533 (citrinina).

A sepuir a suspensio foi semeada em estrias em dgar bata-
ta dextrosado (BDA) contendo 0,1 a 1,0% de prépolis, se-
sunde a técnica de placa gradiente de Szibalski (BRAUDE,
19807,

A atividade de prépolis “in natura™ foi avaliada em
dpar (BDA) e dgar coco (CAM), semeando-se esporos no
centro ¢ colocando-se fragmentos de prdpolis ou 0,1ml de
solugio aleodlica a 10,0%, respectivamente, em lades opos-
tos da placa. As placas foram incubadas a 259C ¢ obscrva-
das durante & dias.

Efeito de propolis em microbiota da cavidade oral

A placa gradiente foi preparada com dgar “all purpose
medium with tween” (APT) ¢ Rogosa contendo 0,1 a 1,0%
de prépolis em solugdo alcodlica e 1.0ml de efanol como
controle, O indeulo consistin de 0,1ml de saliva em 50,0ml
dos respectivos meios de cultura mantidos a 509C ¢ pla-
gqueados sobre a hase inclinada contendo propolis. As pla-
cas foram incubadas a 379C ¢ observadas durante 4 dias,

Efeito de propolis em estreptococos = e & hemoliticos

- crescimento em dgar sangue

A atividade antimicrobiana de prépolis foi testada pela
técnica de BAUER et alii (1968), umedecende os discos
de papel de filtro com 5.0 ul de solugdo alcodlica de pro-
polis a 10,0% e secos a 3790

A inibigdo de atividade hemolitica em S, pyogenes foi
testada cobrindo-se metade da superficie de dgar sangue
com 0.1ml de solugdo agqueosa de propolis a 20.0% ¢ semea-
das em estrias com a cultura de estreptococos.

- crescimento em meio liguido

Duatro séries de & tubos 18 x 180mm contendo 40,0
ml de caldo BHI, caldo base para dgar sangue (CB) adicio-
nado de 0,4% e 0,7% de NaCl foram preparadas ¢ 3 tubos
de cada série, adicionados de 8,0% de sangue desfibrinado
de earneiro. Duoas séres foram adicionada de 20p] de so-
lugio aquosa de prépolis a 20,0% e incubadas a 379C por
20 horas em cultura mantida gem agitaciio ou sob agitagio
a 70 rpm em banho de dgua da Etica, com os respectivos
controles sem propolis. A confirmacio do crescimento foi
realizade semeando-se todos os tubos em dgar sangue.

O esquema da experiéncia estd apresentado na figura 1.

3 - RESULTADOS

A prapolis “in natura’ solubilizou-se facilmente em eta-
nol, cloroférmic ¢ NaOH 1ON, porém insalivel em HyO e
HCI 1,01,

O extrato alcodlico de propolis em concentragio de 0,1
a 1,0% ndo inibiv nenhuma das linhagens de fungos micoto-
xigénicos testados (tabela 1).

Tabela | — Teste da Atividade Antimicrobiana de Propolis
em Fungos Toxigénicos

Concentracio ** Leituras
de Propolis 3% dia 42 dia 50 dia
1.0% + + +++
0.5 + ++ dtt
0.2 + ++ 4+
0.1 + ++ +++

* Incubacio a 259C
**+efn de propolis

Variagio do Mimero de Coldnias: de — até +++

Cuanto a microbiota da cavidade oral, apresentada na
tabela 2, as concentragdes de prépolis em placa gradiente
inibin gradativamente o crescimento microbiano semeado
pela técnica de pourplate, ¢ o dgar APT permitiu o desen-
volvimento de maior nimere de colonias. A concentracio
de 0,5 ¢ L0% de propolis inibio o crescimento da microbio-
ta oral apenas até o 29 dia, cessando o seu efeito inibitério
apos 72 horas nas concentragles baixas. A adigio de etanol
em placa controle sem propolis ndo interferiu no crescimen-
to de microrganismos da cavidade oral,
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A tabela 3 analisa o efeito de propolis em estreplococos
B -hemoliticos identificados como 5. pyogenes es-hemoliti-
cos isolados da cavidade oral, pela técnica de semeadurs em
superficie.

Os estreptococos =-hemoliticos ndo foram inibidos pela
prapolis, enguanto que nos &-hemaoliticos ocorreu halo ndo
hemolitico em torno de discos contendo a substdncia. En-
tretanto a inibigio ocorreu somente a nivel de produgio de
hemolisina, quando semeados em placas com a metade da
superficie coberta com prépolis. Estas linhagens retornaram
a produzir hemolisina em dgar sangue sem propolis.

Tabeln 3 — Bfedtn dn acividade ancimicrobizna de prépolis mo crescimssnio de EELTE -

soi o S hemolilicos con dgar sangue.
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A tabela 4 analisa o efeito da aeracio em tubos contendo
diferentes meios liquidos ¢ confirmando o crescimento em
dgar sangue. O estreptococo 8-hemolitico cresceu em todos
os tubos sem prapolis, porém na presenca deste composto,
nio se desenvolveu em meios sem sangue na comparagio de
BHI + 5G e CB + 0,7% MNaCl + 58G em cultura estaciondria
ou com agitagio a 70 rpm, verificamos maior hemdlise e
cultura mantida sem agitacio.

Tabely 4 — Elgite d atividade antigdcmhing de progali e cescimento de fie, peogmes em meis Bquidos
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4 - DISCUSSAD E CONCLUSAD

A melhor solubilizagio de propolis em solventes orgini-
cos moderadamente polares em relagio a dpua, indica que
esta substincia contém componentes ativos de polaridade
média.

Come foi demonstrado na tabela 1, propolis nilo apresen-
fou nenhuma inibicio sobre os fungos toxigénicos, tendo
verificado que P, eftrinum cresceu também sobre propolis
“in natura” e gquando cultivado em dgar-coco, tampouco
ocorreu interferéncia na fluorescéncia devido a producio de
micotoxings.

Embora seja citado o efeito antifingico de propolis em
meeomendaches oficials, os nossos resultados evidenciaram
nerthuma protecio contra fungos toxigénicos testados. Re-
sultados semelhantes temn sido descritos por IALOMITEA-
WU (1976) que constaton resisténcia de A niger, A fTavus

78

& Pericilliups sp a 0,01 a 0,1 g% de propolis, ndo ovorrendo
o mesmo com Cladosporium Sp.

Segundo DEREVICI (1976), prdpolis ndo inibiu o cresci-
mento de A. niger ¢ Mucor muceds moculados cm abelhas.

Quanto a microbiota oral (tabela?), préopolis demoenstrou
acio bacteriostdtica de pouca duracio, j& que no decorrer
da cxperiéncia observou-se desenvolvimento gradativo das
exclusivamente devido a prépolis e a adigio de quantidade
equivalente de etanol nio afetou o crescimento microbiano,
devido 4 evaporacio do etanol durante o preparo do meio,
mantido a 502C, descartando o efeiio adicional do etanol
descrito por GRECEANU & ENCIU(1976). O efeito antibac-
teriano foi observado em virias espécies de Becilfus, 5. au-
rews, Sgimonelln (PRADO FILHOD & AZEVEDQO, 1962,
AZEVEDOQ & FLECHTMANN, 1963) e MERESTA & ME-
RESTA (19835} discute a aplicagio de prdpolis no tratamen-
to de mastite bovina,

Analisando o8 estreptococos isolados da cavidade oral
e dgar sangue, propolis inibiv apenas a produgio de hemo-
lisina por 8§ pyrogenss (tabela 3) e nenhum efeito inibitdrio
foi observado em estreptococos — lhemoliticos tanto no
croscimento como em hemdlise indicando pouca interferén-
ciz desta substincia na microbiota oral, guando utilizada
como antisséptico bucal.

Entretanto, devermnos levar a essz considerzodo, propric-
dade altamente aderente de propolis em dgua que poderia
alterar a absorcio de nutrientes ou liberacio de enzimas hi-
droliticas no trato gastrointestinal,

Em fungdo da composicio do meio ¢ acragio, propolis
apresentou efeito bacteriostdtico, bactericida ou indiferente
{tabelas 3 ¢ 4) ¢ este fatlo explicaria em parle, a observaciio
feita por KIVALKINA (1959 apud AZEVEDO & FLECHT-
MANN, 1863; 1976), onde foi observada diferenca em acin
antibacteriana de propolis.

Assim, em caldo sem adigio de sangue, propolis apre-
sentou efeito baclericida, diferindo dos resultados da tabela
2, onde observou efeito bacteriostitico.

A maior hemolise observada em caldo com sangue em
cultura estaciondria (tabela 4) sugere que propolis blogqueia
a produgio, liberacio efou atuvagio de estreptolising S, jd
que ndo ocorren hemdlise em placa de dgar snague conten-
do prépolis (tabela 37

A maior atividade hemolitica indiretamente significa
maigr crescimento e estaria de acordo com a literatura; os
estreptococos apresentam metabolismo {ermentativo e sen-
do catalase negativa (SCLEIFER, 1986}, 2 baixa aeragio fa-
wvorecera o crescimento devido a suséncia de produtos reati-
vos orundos do metabolismo  oxidative (BEAMAN &
BEAMAN, 1984,

Por outro lado, segundo POPESCU et alii (1976), propo-
lis contém transidrogenase anaerdbica que catalisa a trans.
feréneia de H* de NADPH para NAD® (LEHNINGER,
1984, modificando os nivels energéticos celulares ¢ conse-
quentemente acclera a recuperagio do paciente. Sendo as-
sim, em baixa tensio de oxigénio, as hemdcias deveriam
estar mais protegidas; resultado inverso de nossos resultados
{tabela 4).

Talvez, isto se deva ao fato de que, estando em cultura
estaciondria, a transidrogenase anaerdbica atuaria diminuin-
do niveis de NADPH, essencial para a estabilidade da mem-
brana (LEHNINGER, 1984). facilitando a intercalagio da
hemalisina na camada fosfolipidica, como foi demonstrado
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por IKIGAT & NAKAE (1987 ¢ b), Além disto, observamos que apesar da pequena agdo an-
Esta situagio provavelmente ndo ocoirs in vive, jd que timicrobiana de prépolis, este efeito ¢ complementade com
atividade biclogica mantém reposicio ¢ nutrigio constanie atividades farmaco-dindmicas e enzimdticas, resultando em
das células. propricdades terapéuticas.
ABSTRACT

Antimicrobial activity of propolis was studied in Streptococens pyogenes, oral microflora and micotoxic fungi. CAM and
PDA medium were used for fungal study and Rogosa, APT, BHI and blood for oral bacteria, using the combination of pour-
plate and Szibalsky gradient plate technique. The toxic fungi were not inibited by propolis. Propolis showed bacteriostatic
action on the oral microflora inoculated by pour plate technique in gradient plate, but the growth occured also with 1,04
propolis after 72 hours incubation, Concerning 5. pyogenes. only haemolysin production was inhibite on blood agar, but
bactericidal action was seen when inoculated in BHI + propolis brath, Effect of propolis on 8. pyogenes depended on acration
and nutrient composition, and probably both antimicrobial and pharmaco-dinamical propriety are important for the final
effect on biclogycal svstam.

KEY WORDS: Propolis; Strepitococcus progenes; Bactericidal, Bacteriostatic,
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