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Santos PB. Atividade antimicrobiana de extratos de propolis sobre cepas clinicas
de Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae multirresistentes
[dissertacdo]. S@o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae sdo enterobactérias que
acometem especialmente individuos imunologicamente comprometidos com
grande importancia por sua resisténcia a antibioticos, dessa forma, o objetivo do
estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de prépolis (glicélico e
aquoso)  distribuidos comercialmente em cepas ATCC e clinicas
multirresistentes das espécies. Inicialmente foram determinados os valores de
Concentracdo Microbicida Minima (CMM) sobre cultura plancténica por
microdiluicdo em caldo, segundo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), seguido por semeadura em agar. A concentracdo correspondente ao
quadruplo da CMM foi utilizada para testes em biofilmes monotipicos (contato
de 5 min). Foi usada como controle positivo a solucdo de clorexidina (0,12%) e
como controle negativo caldo BHI. Ap6s o tratamento foi verificada a
viabilidade dos micro-organismos pelo teste MTT, com leitura em
espectrofotometro de microplacas. Os dados de densidade Optica foram
convertidos em porcentagem de reducdo microbiana e foi realizada a analise
estatistica com 5% de significancia em todos os testes. Os extratos apresentaram
acdo contra forma planctonica e biofilmes de cepas multirresistentes de ambas
as espécies. Para culturas planctonicas, P. aeruginosa apresentou CMM de 6,25
e 12,5 mg/mL para o extrato glicélico e de 13,75 e 55 mg/mL para o extrato
aquoso, enquanto K. pneumoniae apresentou CMM de 6,25 a 25 mg/mL para o
extrato glicolico e de 55 mg/mL para o extrato aquoso. A reducéo de viabilidade
em biofilmes de P. aeruginosa chegou a 54,42% para o extrato glicélico, e
64,66% para o extrato aquoso. K. pneumoniae apresentou reducdo maxima de
64,24% com extrato glicélico e de 65,13% com o extrato aquoso, sendo estas
reducbes estatisticamente significantes em relagdo ao controle negativo
(p<0,05). Com isso, pode-se concluir que os extratos de prépolis apresentam
importante acdo antibacteriana e antibiofilme sobre cepas clinicas de K.
pneumoniae e P. aeruginosa multirresistentes a antibidticos, podendo ser
considerados potenciais agentes terapéuticos para o combate destes patdgenos.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Klebsiella pneumoniae. Biofilme.
Resisténcia microbiana a medicamentos. Prépolis.



Santos PB. Antimicrobial activity of propolis extracts on clinical strains of
multiresistant Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae
[dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae are enterobacteria that
especially affect immunologically compromised individuals with great
importance for their resistance to antibiotics. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the antimicrobial activity of propolis extracts (glycolic
and aqueous) commercially distributed in ATCC and multiresistant clinics
strains of these species. The values of Minimum Microbicidal Concentration
(MMC) on plankton culture were determined by microdilution in broth,
according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), followed by
sowing in agar. The concentration corresponding to the quadruple MMC was
used for monotypic biofilm tests (5-minute contact). A positive control solution
of chlorhexidine (0.12%) and as a negative control BHI broth were used. After
the treatment, the viability of the microorganisms was verified by the MTT test,
with microplate spectrophotometer reading. Optical density data were
converted to microbial reduction percentage and statistical analysis was
performed with 5% significance in all tests. The extracts showed action against
planktonic form and biofilms of multiresistant strains of both species. For
planktonic cultures, P. aeruginosa presented MMC of 6.25 and 12.5 mg / mL for
the glycolic extract and 13.75 and 55 mg / mL for the aqueous extract, while K.
pneumoniae had MMC of 6.25 to 25 mg / mL for the glycolic extract and 55 mg /
mL for the aqueous extract. The reduction of viability in biofilms of P.
aeruginosa reached 54.42% for the glycolic extract, and 64.66% for the
aqueous extract. K. pneumoniae presented a maximum reduction of 64.24% with
glycolic extract and 65.13% with aqueous extract, these reductions being
statistically significant in relation to the negative control (p <0.05). Therefore,
it can be concluded that propolis extracts present an important antibacterial
action and antibiofilm on multiresistant clinical strains of K. pneumoniae and
P. aeruginosa, and may be considered as potential therapeutic agents for the
control of these pathogens.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Klebsiella pneumoniae. Biofilm. Drug
resistance, microbial. Propolis.




1 INTRODUCAO

O crescimento da resisténcia bacteriana aos antibioticos € um problema
de salde global (Moradali et al., 2017). De acordo com a terminologia
internacional padronizada criada pelo European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC) e pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
para que 0 micro-organismo seja considerado multirresistente € preciso que ndo
apresente suscetibilidade adquirida a no minimo um agente em trés ou mais
categorias antimicrobianas (Magiorakos et al., 2012; Basak et al., 2016). Alem
disso, a definicdo de bactérias multi-droga resistentes (MDR) evoluiu chegando
a uma classificacdo que inclui ndo s6 os padrdes de resisténcia, mas também a
sua associacéo as falhas terapéuticas envolvidas (Dey et al., 2016).

Acredita-se que os principais fenotipos de bactérias multirresistentes
tenham emergido por inativacdo enzimatica, mutacdo em sitio alvo e também
por efluxo dos farmacos utilizados, sendo que o crescimento dessa resisténcia
ocorre em diversas espécies, com alguns casos em que ndo ha mais farmacos
disponiveis para tratamento de infeccdes bacterianas (Magiorakos et al., 2012;
Dey et al., 2016).

As bactérias podem se organizar na forma plancténica (em suspensao)
ou em biofilmes: agregados celulares com capacidade de aderéncia (também
chamados de microcoldnias), embebidos em uma matriz produzida pelas
préprias bactérias constituida de substancias poliméricas extracelulares (DNA,
proteinas, polissacarideos) que promovem protecdo aos micro-organismos em
relacdo ao seu ambiente (El-Guendouz et al., 2016; Larsen, Fiehn, 2017;
Moradali et al., 2017; Sanz et al., 2017). As bactérias multidroga-resistentes
também podem formar estes biofilmes, estruturas altamente e adaptativamente

resistentes a antibiotiocos, que tornam o tratamento ainda mais dificil, sendo
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que, enquanto as bactérias plancténicas podem ser erradicadas com a utilizacdo
de antimicrobianos combinados com respostas imunes, um subgrupo de
bactérias tolerantes do biofilme pode, com frequéncia, sobreviver ao tratamento
causando também a recidiva da infec¢do por serem mais resistentes (Lebeaux et
al., 2014; de la Fuente-Nufiez et al., 2015; EI-Guendouz et al., 2016).

A justificativa utilizada para explicar a resisténcia de biofilmes a
antibioticos é a saturacdo da matriz de exopolissacarideos (carregada
negativamente) pelos antibidticos com carga oposta, que interferem no
transporte dos farmacos (Venkatesan et al., 2015). Outros fatores promotores da
resisténcia que devem ser considerados sdo: a presenca de componentes da
membrana celular (exceto peptideoglicano) que barram os farmacos e a alta
densidade de bactérias no interior do biofilme que altera o microambiente
podendo comprometer a acdo de antimicrobianos que sdo capturados e
inativados por enzimas presentes nessas regides (del Pozo, Patel, 2007;
Venkatesan et al., 2015). Quanto a multirresisténcia, é importante considerar a
facilidade de transporte e troca de genes neste tipo de ambiente, que favorece a
aquisicéo dessa caracteristica (del Pozo, Patel, 2007; Venkatesan et al., 2015).

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae séo enterobactérias
Gram-negativas que acometem especialmente individuos imunologicamente
comprometidos, sendo consideradas de grande importancia em relacdo a
resisténcia a antibioticos (Moradali et al., 2017; Pyra et al., 2017).

P. aeruginosa é uma espécie ambiental ubiqua e oportunista cuja alta
versatilidade e adaptabilidade sdo atribuidas a um genoma complexo e grande,
que possibilita grande resisténcia intrinseca a antibioticos, além da expressao de
outros fatores de viruléncia como a secre¢do de compostos e toxinas, além da
formacdo de biofilme mucoso em infeccdes cronicas que € utilizado também
como indicativo de progressdo da doenca e sua persisténcia a longo prazo
(Bouillot et al., 2017; Jiang et al., 2017; Lopez-Causapé et al., 2017; Moradali et
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al., 2017; Sepahvand et al., 2017). A espécie apresenta grande relevancia para a
saude publica por ser a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes
com fibrose cistica em infec¢bes crénicas, podendo ser responsavel também por
infeccBes agudas em pacientes com dispositivos medicos como ventiladores e
catéteres, ou que apresentam feridas, queimaduras ou ceratite (Bouillot et al.,
2017; Lopez-Causapeé et al., 2017; Moradali et al., 2017).

P. aeruginosa é encontrada também na cavidade bucal, onde ja se sabe
que biofilmes podem causar enfermidades como doenca periodontal e infecgbes
endodonticas (Gergova et al., 2016; Larsen, Fiehn, 2017; Pinheiro et al., 2018).
Vieira Colombo et al. (2016), investigaram amostras subgengivais de 270
individuos e verificaram que P. aeruginosa foi uma das espécies mais
prevalentes, identificada mais em casos de periodontite cronica do que em
periodontite agressiva e gengivite. Em 2018 Pinheiro et al. observaram que P.
aeruginosa foi uma das espécies mais abundantes em tecidos de sustentacéo ao
estudar a colonizacdo microbiana de proteses maxilofaciais e destes tecidos em
individuos em tratamento odontoldgico publico (Pinheiro et al., 2018). Na
endodontia, uma das principais causas de reinfeccdo é o fato de varios micro-
organismos formadores de biofilme crescerem em condicdes anaerdbicas e,
apesar de raros, patdgenos oportunistas como P. aeruginosa podem ser
encontrados em isolados de canais radiculares (Gergova et al., 2016).

A espécie P. aeruginosa apresenta um rapido aumento de resisténcia
apos a exposicdo a antibioticos e, dentre as espéecies notoriamente resistentes a
diversos farmacos, se tornou uma grande preocupacéo devido ao aumento de sua
prevaléncia em infecgOes nosocomiais, especialmente com o aumento de cepas
multirresistentes, sendo possivel que a selecdo dessas cepas se dé por conta do
uso frequente e prolongado desses farmacos (Hill et al., 2005; Hota et al., 2009;
Moradali et al., 2017; Yusuf et al., 2017).

Ja a especie K. pneumoniae, amplamente difundida nos altimos anos em
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muitos paises, causa infeccdes como pneumonia, broncopneumonia e bronquite,
sendo que individuos acometidos por este patdgeno tendem a apresentar também
abscesso pulmonar, cavitacdo, empiema e aderéncias pleurais (Girmenia et al.,
2016; Pyra et al., 2017).

Apresentando resisténcia a diversas classes de antibidticos, como
cefalosporinas, monobactamas e inibidores de p-lactamase, K. pneumoniae é um
dos Gram-negativos mais importantes causando preocupacdo mundial devido a
producdo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS) e resisténcia aos
carbapenémicos por cepas produtoras de carbapenemases (KPCs), que além de
hidrolisar os carbapenémicos, também sdo frequentemente resistentes a outros
antibidticos (Falagas, et al., 2007; Tumbarello et al., 2012; Girmenia et al.,
2016; Thaden et al.,, 2017). Os antibidticos carbapenémicos tém sido
considerados o Ultimo recurso em casos de infeccdes por bactérias Gram-
negativas resistentes a antibioticos, dessa forma, a resisténcia de K. pneumoneae
(KPC) se torna de grande relevancia, especialmente com as elevadas taxas de
mortalidade entre os pacientes com infec¢fes sanguineas (Girmenia et al., 2016;
McCrea et al., 2014).

Com a resisténcia a antibioticos ja conhecida dessas espécies, se torna de
grande importancia a busca por novas alternativas que possam combater esse
problema, sendo a Fitoterapia, definida como o uso de plantas ou seus extratos
para aplicagbes medicinais, uma boa opcao a ser considerada (Kim, 2012).

Desde a antiguidade as plantas tiveram papel importante na historia da
humanidade participando da busca pela melhoria da saude e, atualmente, o foco
estd retornando dos agentes sintéticos para agentes naturais com um grande
interesse em propriedades antioxidantes, antibacterianas e anticarcinogénicas de
plantas e seus extratos (Nunes et al., 2017; Chakraborty, 2018). Os
antimicrobianos baseados em plantas representam uma valiosa fonte de

medicamentos ndo tdo aproveitada por seu potencial, além disso, o interesse
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publico em medicina alternativa é constante e sempre se renova devido a fatores
como o alto custo de drogas novas, a demora no seu desenvolvimento, o
aumento de efeitos colaterais, a resisténcia de micro-organismos e até mesmo a
falta de tratamento que cure patologias crénicas (Dénes et al., 2017;
Chakraborty, 2018).

Diversos estudos j& demonstraram acdo antimicrobiana de fitoterapicos
sobre cepas padrdo e resistentes de P. aeruginosa, K. pneumoniae e outros
micro-organismos, como por exemplo, Ocimum basilicum (Manjericdo-de-
folha-larga), Gnetum africanum (Eru), Eucalyptus robusta (Eucalipto) e
Harungana madagascariensis (Harungana) (Tankeo et al., 2014, 2016; Nunes et
al., 2017).

A propolis é um fitoterapico de grande importancia, sendo uma
substancia resinosa e pegajosa preparada por abelhas a partir de sua cera e
exsudatos coletados de plantas para promover protecdo da colméia contra
organismos estrangeiros (Andrade et al., 2017; Kasote et al., 2017; Rimbach et
al., 2017; Sakai et al., 2017; Ueda et al., 2017; Zaccaria et al., 2017; Jabir et al.,
2018). Dependendo da regido geogréafica, a prépolis pode apresentar grande
variacdo na sua coloracdo (verde, vermelha, marrom ou quase preta) e em suas
caracteristicas de acordo com as plantas das quais a resina fora retirada
(Andrade et al., 2017; Rimbach et al., 2017; Ueda et al., 2017). Por ser uma
mistura complexa formada por muitos componentes bioativos com diversas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, o interesse dos pesquisadores em
relacdo a propolis aumentou nas Ultimas décadas e a sua composi¢do quimica
tem sido estudada em diversos paises (Andrade et al., 2017; Kasote et al., 2017;
Rimbach et al., 2017). Aproximadamente 50% da propolis € composta por resina
de plantas, 30% por cera de abelhas, cerca de 10% por 6leos essenciais, 5% por

polen e 5% é composto por outras substancias organicas (Zaccaria et al., 2017).
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E importante ressaltar que, embora diversos estudos tehnam
demonstrado a acdo antibacteriana e antifingica de extratos de prépolis em
diversas espécies, como P. aeruginosa, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Escherichia coli, Prevotella intermedia, Staphylococcus aureus, S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Streptococcus  pneumoniae, Neisseria meningitidis, Proteus vulgaris,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius subsp. salivarius,
Enterococcus faecalis, Actinomyces israelii, Candida albicans, Candida
glabrata etc., ndo séo encontrados na literatura estudos sobre a acdo de extratos
ndo etandlicos de propolis sobre biofilmes multirresistentes de P. aeruginosa e
K. pneumoniae, investigacdo de grande importancia visto que o etanol causa
danos em células que poderiam ser reduzidos com a utilizagé@o de outros tipos de
extratos para tratamentos de infec¢bes (Miorin et al., 2003; Salomao et al., 2004;
Mercan et al., 2006; Campos et al., 2015; Kubina et al., 2015; Akca et al., 2016;
Chang et al., 207; Runyoro et al., 2017; Santos HF et al., 2017; Torres et al.,
2018).

Considerando o crescimento da resisténcia a antibidticos de cepas
bacterianas de P. aeruginosa e K. pneumoniae, assim como as ja conhecidas
potencialidades terapéuticas da propolis, torna-se de grande interesse médico-
odontoldgico investigar também a sua capacidade antimicrobiana sobre estes
patdgenos, especialmente a acdo antibiofilme sobre cepas multirresistentes
pouco explorada até o presente momento, principalmente com extratos nédo

etanolicos de propolis.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de propolis (aquoso e
glicolico) distribuidos comercialmente sobre cepas padrdo e clinicas de P.

aeruginosa e K. pneumoniae multirresistentes.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sao:

a) verificar atividade microbicida dos extratos aquoso e glicdlico de
prépolis sobre as formas planctbnicas de oito cepas clinicas
multirresistentes e uma padrédo de cada espécie (P. aeruginosa e de K.
pneumoniae), determinando Concentracdo Microbicida Minima
(CMM);

b) analisar a acdo antibiofilme dos extratos ap0s contato de 5 min sobre
biofilmes monotipicos das oito cepas clinicas multirresistentes e uma

padrédo de cada espécie (P. aeruginosa e de K. pneumoniae).
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3 MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas as atividades antimicrobianas de extratos de propolis
sobre oito cepas clinicas multirresistentes de P. aeruginosa e K. pneumoniae.
Cinco cepas de P. aeruginosa foram fornecidas pelo Valeclin Laboratorio de
Analises Clinicas S/S LTDA de Séo José dos Campos, e as outras trés cepas
clinicas de P. aeruginosa, assim como todas as cepas clinicas de K. pneumoniae
foram fornecidas pelo pelo Laboratério Bioclin do grupo Policlin de S&o José
dos Campos, estado de Sdo Paulo (Quadros 1 e 2). Todas as cepas clinicas
multirresistentes foram fornecidas com seu perfil de resisténcia a antibidticos, ja
previamente identificado por cada laboratdrio responsavel. Testou-se também a
acdo dos extratos em cepas de referéncia (P. aeruginosa ATCC 15442 e K.
pneumoniae ATCC 4352) fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT - Unesp de Sao José dos
Campos).

Os extratos testados foram o extrato aquoso de propolis verde da
empresa Apis Flora® (PROPOMAX® - Extrato de Propolis) com concentragdo
de 110 mg/mL e o extrato glicolico de propolis da empresa Mapric® (Propolis
Wax) com concentracdo de 200 mg/mL, ambos disponiveis comercialmente para

0 uso da populacéo.

3.1 Atividade antimicrobiana sobre as formas planctonicas das bactérias

As cepas de P. aeruginosa e K. pneumoniae foram utilizadas para a

avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos aquoso e glicélico de
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prépolis sobre a forma planctonica, em que foi definida a Concentracédo
Microbicida Minima (CMM).

Quadro 1 - Perfil de resisténcia a antibioticos de cepas clinicas de P. aeruginosa
fornecidas pelo Laboratério Bioclin do grupo Policlin e pelo Valeclin
Laboratério de Anélises Clinicas S/S LTDA

Cepas de Pseudomonas aeruginosa

ANTIBIOTICO BIOCLIN VALECLIN

P1L | P2 | P3| P4 | P5 | P6 | P7 | P8
Amicacina R R S R R S R S
Aztreonam R I R R R R R R
Cefepime R R R S R S R R
Ceftazidima R R R S R S S R
Ciprofloxacina R S R R S S R S
Colistina I R - - - - - -
Gentamicina R R S R R S R S
Imipenem R R I R R R R R
Levofloxacina R S R R S S R S
Meropenem R R R R R R R R
Norfloxacina - - - - - S - -
Piperacilina / Tazobactam R R I S R S R R
Polimixina B - - - S S S S S
Tobramicina R S - R R - R S

Legenda: S: sensivel; R: Resistente; I: Intermediario; -: Teste ndo desenvolvido.
Fonte: Dados fornecidos pelo Valeclin Laboratério de Anélises Clinicas S/S LTDA e pelo Laboratério
Bioclin do grupo Policlin (S&o José dos Campos - SP).
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Quadro 2 - Perfil de resisténcia a antibioticos de cepas clinicas de K.

pneumoniae fornecidas pelo Laboratdrio Bioclin do grupo Policlin

(continua)

Cepas de Klebsiella pneumoniae

ANTIBIOTICO BIOCLIN

Kl| K2 | K3 | K4 | K5 | K6 | K7 | K8
Acido Clavulanico+ Amoxi. | R | R | R | R | R | - | R | R
Amicacina S S S S S - S S
Ampicilina R R R R R - R R
Ampicilina + Sulbac. R R R R R - R -
Aztreonam S - S R - - R -
Cefepime R R R R R - R -
Cefotaxima S R S R - - R -
Cefoxitina R R R R R - R I
Ceftazidima I - I R - - R -
Ceftriaxona - - - - - - - R
Cefuroxime R R R R R - R R
Ciprofloxacina R R R R R R R R
Clindamicina - - - - - S - -
Cloranfenicol - - - - - S - -
Colistina S R S R R - R -
Daptomicina - - - - - S - -
Eritromicina - - - - - R - -
Ertapenem R R R R R - R R
Fosfomicina R R R R R - - -
Gentamicina R S R S S R S R
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Quadro 2 - Perfil de resisténcia a antibioticos de cepas clinicas de K.

pneumoniae fornecidas pelo Laboratdrio Bioclin do grupo Policlin

(concluséo)

Cepas de Klebsiella pneumoniae

ANTIBIOTICO BIOCLIN

Kl | K2 | K3 | K4 | K5 | K6 | K7 | K8
Imipenem - R S
Levofloxacina R R - R
Linezolida - - - - - S - -
Meropenem S R S R R - R S
Minociclina - - - - - S - -
Oxacilina - - - - - R - -
Piperacilina + Tazobactam R R R R R - R R
Rifampicina - - - - - S - -
Tigeciclina S S S S S - S I
Tobramicina R S R R S - I -
Trimetropim/Sulfa. R R R R R S R S

Legenda: S: sensivel; R: Resistente; I:
Fonte: Dados fornecidos pelo Laboratdrio Bioclin do grupo Policlin (Sdo José dos Campos - SP).

Intermediario; -:

Teste nao desenvolvido.

Inicialmente utilizou-se o método da microdiluicdo em caldo, de acordo

com as normas MO7-A9 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2012). Em

microplacas de 96 pogos foram adicionados 100 puL de meio de cultura Mueller

Hinton (HiMedia®, Mumbai, India) em cada poco e no primeiro poco de cada

grupo foram adicionados também 100 pL do extrato (aquoso com 110 mg/mL

de concentracdo ou glicdlico com 200 mg/mL de concentracdo) e a partir deste

foi feita uma série com 10 diluicbes em que, apdés homogeneizacdo retirou-se




20

100 pL do primeiro pocgo e transferiu-se este volume para o segundo poco,
sendo o procedimento repetido sucessivamente até o ultimo po¢o (Quadro 3 e
Figura 1A, 1B, 1C).

O micro-organismo previamente semeado em agar Brain Heart Infusion
(BHI - HiMedia®, Mumbai, india) e incubado a 37 °C durante 24 h em estufa
foi diluido em solucdo fisioldgica estéril (0,9% de NaCl) para preparagdo de
inoculos de micro-organismo padronizados com espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 625 nandmetros (nm) e densidade Optica de 0,08
(aproximadamente 108 células/mL) da qual se fez diluicdes para obter 10°
células/mL (Figura 1D). Foram adicionados 100 pL da solucéo padronizada com
0S micro-organismos em cada po¢o com as diluigdes seriadas e o teste foi feito
em duplicata (Figura 1E).

As placas foram incubadas durante 24 h e, apds, 10 pL dos conteudos
dos pocos foram semeados em agar BHI pela técnica da gota, sendo a placa
inclinada em angulo de 90° para a gota escorrer (Figura 1F). As placas foram
incubadas a 37 °C por 48 h e foi observado se houve crescimento de colonias. A
concentracdo microbicida minima (CMM) foi definida como a menor

concentracdo sem crescimento bacteriano (Figura 1G).

Quadro 3 — DiluigGes dos extratos para determinacdo de CMM

Concentrag0es dos Extratos (mg/mL) em Microdilui¢cdo

Pogo | 10| 20 [ 30 [ 4 [ 5 [ e | 70 [ 8 [ 9 [ 10°

EA 55 | 275 | 13,75 6,87 (343 |171|085|0,42 0,21 | 0,10

EG 100 | 50 25 |125]6,25|3,12 | 1,56 | 0,78 | 0,39 | 0,19

Legenda: EA: Extrato Aquoso; EG: Extrato Glicolico.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 1 — Metodologia para determinacdo de CMM

Legenda: A) Extrato sendo adicionado em pogos da microplaca com meio de cultura Mueller Hinton;
B) Procedimento de diluicdo seriada; C) Diluicdo seriada pronta; D) Exemplo de cepa semeada para
padronizacdo com espectrofotdmetro; E) Inéculo padronizado sendo adicionado a diluicdes do extrato;
F) Técnica da Gota; G) Resultado de CMM; Seta azul: indicagdo de CMM determinada.

Fonte: Elaborado pela autora.

3.2 Atividade antimicrobiana sobre biofilmes monotipicos

Para a formacéo dos biofilmes monotipicos foram utilizadas microplacas
de 96 pocos em que adicionou-se 100 pL de caldo Brain Heart Infusion (BHI -
HiMedia®, Mumbai, india) em cada poco onde foram colocados também 100
uL de suspensdo microbiana padronizada em espectrofotometro (comprimento
de onda 625 nm) com 107 células/mL de solucéo fisioldgica estéril (NaCl 0,9%)
(Figura 2A). As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C com agitacao
de 75 rpm (rotagGes por minuto) por 24 h e, em seguida, 0 meio de cultura foi
trocado e fez-se nova incubagdo nas mesmas condig0es por mais 24 h,
totalizando um periodo de formacdo de biofilme de 48 h (Figura 2B).

Apos a formagéo do biofilme, o meio de cultura foi removido e os testes
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foram desenvolvidos com cada tratamento. A partir de testes piloto foi
selecionada a concentracdo correspondente ao quadruplo do valor de CMM
determinada para cada cepa nos testes para cultura plancténica com cada extrato.
Foram adicionados 100 pL de extrato (na concentracdo adequada) em cada
poco, permanecendo em contato com o biofilme durante 5 min (Figura 2C). O
tratamento para o controle positivo foi feito com a solugdo antimicrobiana de
clorexidina (0,12%) e o controle negativo foi realizado com caldo BHI, ambos
ficando em contato o biofilme durante 5 min (Figura 2C). Todos 0s grupos
foram feitos com 10 repeticdes (n = 10).

Apos o periodo de 5 min em contato com o biofilme, os extratos, a
solucdo de clorexidina (controle positivo) e o caldo BHI (controle negativo)
foram removidos e foi feita lavagem dos pogos com caldo BHI. Em seguida, foi
realizado o teste de viabilidade celular da bactéria, pela analise da atividade
metabolica, a fim de estabelecer o efeito antimicrobiano dos tratamentos. Para
tanto, foram adicionados 100 pL da solucdo de MTT - Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide (~98%, Sigma Aldrich Co.®, Alemanha) em cada poco e a
placa foi incubada ao abrigo da luz a 37 °C durante 1 h. Em seguida, a solucéo
de MTT foi removida e adicionou-se 100 pL de alcool absoluto em cada poco.
Foi feita uma nova incubacdo ao abrigo da luz durante 10 min em Shaker e 10
min em estufa a 37 °C para revelar a coloragdo, demonstrando 0s micro-
organismos viaveis ap0s os tratamentos (Figura 2D).

A leitura das placas foi realizada em espectrofotometro com
comprimento de onda de 570 nanémetros e as densidades 6pticas (DO) obtidas
foram convertidas em reducdo de viabilidade celular (forma percentual) por

meio da formula:

% de Reducao de Viabilidade = 100 - (DO Po¢o Tratado x 100 / Média de DO Grupo Controle Negativo)
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Figura 2 — Metodologia para desenvolvimento de testes em biofilmes

monotipicos

Controle Positivo §

Extrato Aquoso
— . v X

Legenda: A) Cepa semeada para padronizacdo com espectrofotbmetro; B) Pocos de microplaca com
caldo BHI e indculo padronizado e pocos com crescimento bacteriano apds 48 h, com formacdo de
biofilme no fundo da placa; C) Tratamento de 5 min com clorexidina (Controle Positivo), Extrato
Aquoso, Extrato Glicélico e Caldo BHI (Controle Negativo); D) Teste MTT revelado.

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por meio do
software Graphpad prism 5.0. Avaliou-se a normalidade para definir o tipo de
teste adequado. O metodo ANOVA complementado pelo teste de Tukey foi
utilizado para resultados que apresentaram curva normal e 0 método Kruskall-
Wallis complementado com o Teste de Comparacdo Multipla de Dunn foi
aplicado para testes em que ndo houve normalidade nos dados. A significancia
foi de 5% (p=<0,05).
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4 RESULTADO

4.1 Determinacdo da concentracdo microbicida minima (CMM)

Os resultados dos testes de Concentracdo Microbicida Minima (CMM)
de ambos os extratos para a forma planctonica das cepas de P. aeruginosa estédo

demonstrados na Tabela 1 e para as cepas de K. pneumoniae na Tabela 2.

Tabela 1 — CMM determinada para cepas ATCC 15442 e clinicas

multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa

Cepas de P. aeruginosa | CMM Extrato Aquoso | CMM Extrato Glicdlico

ATCC 15442 13,75 mg/mL 6,25 mg/mL
P1 13,75 mg/mL 12,5 mg/mL
P2 13,75 mg/mL 12,5 mg/mL
P3 55 mg/mL 12,5 mg/mL
P4 55 mg/mL 12,5 mg/mL
P5 13,75 mg/mL 12,5 mg/mL
P6 Ausente 12,5 mg/mL
P7 Ausente 12,5 mg/mL
P8 Ausente 12,5 mg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.



Tabela 2 — CMM determinada para cepas

multirresistentes de Klebsiella pneumoniae
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ATCC 4352 e clinicas

Cepas de K. pneumoniae

CMM Extrato Aquoso

CMM Extrato Glicodlico

ATCC 4352
K1
K2
K3
K4
K5
K6
K7
K8

55 mg/mL
55 mg/mL
55 mg/mL
55 mg/mL
55 mg/mL
55 mg/mL
Ausente
Ausente

Ausente

6,25
6,25
6,25
6,25
6,25
6,25
6,25
12,5

mg/mL
mg/mL
mg/mL
mg/mL
mg/mL
mg/mL
mg/mL
mg/mL

25 mg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 Atividade antimicrobiana sobre biofilmes monotipicos

As concentragOes utilizadas para os testes em biofilmes foram

determinadas a partir do resultado de CMM para a forma planctonica de cada

cepa. Foram utilizadas as concentracOes do extrato equivalentes a quatro vezes a

CMM (Quadro 4). Para as cepas que nao apresentaram CMM para o extrato

aquoso (P6, P7 e P8 de P. aeruginosa e K6, K7 e K8 de K. pneumoniae) ou que

apresentaram CMM igual a 55 mg/mL (equivalente a metade da concentracdo

maxima) foram feitos testes com o produto puro, ou seja, com a concentracdo de

110 mg/mL (Quadro 4).
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Quadro 4 — ConcentragOes dos extratos utilizadas para tratamentos em biofilmes

monotipicos de cepas ATCC e clinicas multirresistentes de P. aeruginosa e K.

pneumoniae

Cepas de P. aeruginosa

Concentracao de

Extrato Aquoso

Concentracao de

Extrato Glicolico

ATCC 15442 55 mg/mL 25 mg/mL
P1 55 mg/mL 50 mg/mL
P2 55 mg/mL 50 mg/mL
P3 110 mg/mL 50 mg/mL
P4 110 mg/mL 50 mg/mL
P5 55 mg/mL 50 mg/mL
P6 110 mg/mL 50 mg/mL
P7 110 mg/mL 50 mg/mL
P8 110 mg/mL 50 mg/mL

Cepas de K. pneumoniae

Concentracao de

Extrato Aquoso

Concentracao de

Extrato Glicélico

ATCC 4352 110 mg/mL 25 mg/mL
K1 110 mg/mL 25 mg/mL
K2 110 mg/mL 25 mg/mL
K3 110 mg/mL 25 mg/mL
K4 110 mg/mL 25 mg/mL
K5 110 mg/mL 25 mg/mL
K6 110 mg/mL 25 mg/mL
K7 110 mg/mL 50 mg/mL
K8 110 mg/mL 100 mg/mL

Fonte: Elaborado pela autora.
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As porcentagens de reducdo de viabilidade em biofilmes monotipicos

para cepas de P. aeruginosa podem ser observadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Reducdo de viabilidade em biofilmes de P. aeruginosa apés

tratamento de 5 min

Cepas de Reducéo de Viabilidade Celular (%)

P. aeruginosa | Clorexidina 0,12% | Extrato Aquoso | Extrato Glicélico

ATCC 15442 33,62% 52,43% 28,78%
P1 82,97% 54,54% 37,34%
P2 47,30% 19,95% 29,37%
P3 40,08% 64,66% 46,51%
P4 44,04% 10,42% 23,61%
P5 38,80% 20,25% 23,43%
P6 51,06% 62,35% 8%
P7 53,62% 42,02% 54,42%
P8 67,34% 24,10% 32,74%

Legenda: Médias de reducdo de viabilidade apresentadas pelos biofilmes monotipos de cepa ATCC
15442 e cepas clinicas multirresistentes de P. aeruginosa ap6s o tratamento de 5 min com a
clorexidina 0,12% (controle positivo), extrato aquoso e extrato glicélico de prépolis com
concentragdes previamente determinadas.

Fonte: Elaborado pela autora.

Todas as cepas de P. aeruginosa apresentaram distribuicdo normal em
seus dados, sendo analisadas pelo método ANOVA com teste de Tukey.

Comparando os resultados de reducdo de viabilidade em biofilmes
monotipicos de P. aeruginosa, é possivel observar que o extrato glicolico

apresentou reducao de 28,78% para cepa ATCC 15442 enquanto entre as cepas
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clinicas as redugfes variaram entre 8% e 54,42% (com media de 31,92%),
apresentando maior reducdo para cinco cepas clinicas em comparacdo a cepa
padréo (Tabla 3). O extrato aquoso apresentou reducdo de 52,43% para a cepa
ATCC 15442, e para as cepas clinicas as redugbes variaram entre 10,42% e
64,66% (com media de reducdo de 37,28%), apresentando melhores resultados
para trés cepas clinicas multirresistentes em comparagdo a cepa ATCC 15442
(Tabela 3).

Ambos os extratos apresentaram reducdo de viabilidade de biofilme
significativa para a cepa ATCC 15442, com resultados estatisticamente
diferentes do controle de crescimento (p<0,05%) e semelhantes a clorexdina
(p>0,05%) (Figura 3).

Para as cepas P1 e P2, os tratamentos com ambos 0s extratos de propolis
apresentaram reducdo significativa em relacdo ao controle de crescimento
(p<0,05%) (Figura 3).

O extrato aquoso de propolis apresentou reducao de viabilidade maior do
que o controle positivo para a cepa P3 (p<0,05%), no entanto, ambos extratos
demonstraram significativa reducdo para a cepa em relacdo ao controle de
crescimento (p<0,05%), sendo o resultado do extrato glicolico estatisticamente
semelhante ao da clorexidina (p>0,05%) (Figura 3).

O extrato glicolico apresentou reducéo significativa do biofilme para as
cepas P4 e P5 em comparacgédo ao controle de crescimento (p<0,05%), sendo que
para P5 a reducéo foi semelhante a da clorexidina (p>0,05%) (Figuras 3 e 4).

O extrato aquoso apresentou reducdo significativa na viabilidade da cepa
P6, sendo estatisticamente semelhante a clorexidina (p>0,05%) (Figura 4).

Ambos os extratos reduziram significativamente a viabilidade da cepa P7
sendo semelhantes a clorexidina (p>0,05%) (Figura 4).

Os dois extratos reduziram significativamente a viabilidade do biofilme
da cepa P8 (p<0,05%) (Figura 4).



29

Figura 3 — Graficos demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste
MTT ap0s tratamentos de 5 min aplicados em biofilmes de P. aeruginosa
(cepas ATCC 15442, P1, P2, P3 e P4)

/ ATCC 15442 \
p<0,0001

15- [ clorexidina (0,12%)
' c
b
ab Extrato A 55 mg/mL
1.04 E rato Aquoso (55 mg/mL)
2 T a v o
o5 T /] Extrato Glicélico (25 mg/mL)
- Controle Negativo
0.0l — ,
33,62% 52,43% 28,78%

Redugao de Viabilidade

/ Cepa P1 Cepa P2 \
2.0+
15-

| p<0,0001 ; N p=<0,0001 i [[] clorexidina (0,12%)
b
) c 0.81 T E Extrato Aquoso
(55 mg/mL)
o b o 0.6 a
1.0 p e
e T S oa] = /7] Extrato Glicélico
05{ a (50 mg/mL)
5 0.2
0.0 | : | . 0.0 , ' - Controle Negativo
82,97% 54,54% 37,34% 47,30% 19,95% 29,37%
K Redugao de Viabilidade Redugéo de Viabilidade J
/ Cepa P3 Cepa P4
p<0,0001 p<0,000f o .
. s [] clorexidina (0,12%)

DC

) G
10 a 1.0- b b E Extrato Aquoso
' T ab o T (110 mg/mL)
b ° f:— /] Extrato Glicélico
0.5 0.5
—— (50 mg/mL)
0.0 0.0 - Controle Negativo

40,08% 64,66% 46,51% 44,04% 1042% 23,61%
\ Redugéo de Viabilidade Redugao de Viabilidade /
Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo método ANOVA
complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a

semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 4 — Graficos demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste
MTT ap0s tratamentos de 5 min aplicados em biofilmes de P. aeruginosa
(cepas P5, P6, P7 e P8)
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p=0,0059

b b [E] clorexiina (0,12%)
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o 0.6 a e el q g
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0.4+ /] Extrato Glicélico (50 mg/mL)
0.2
o - Controle Negativo
" 38,80% 20,25% 2343%
\ Redug3o de Viabilidade /
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p=0,0242 p=<0,0001
2.5- b 1.5
2.0- T b
1.0-
1.5- a
o a o
a a o a a
IET] 05 == L 0T
0.5-
0.0 T T f 0 T T T
51,06% 6235% 8% 93,62% 42,02% 54,42%
Redugdo de Viabilidade Redugéo de Viabilidade
Cepa P8
p<0,0001
159 [ crorexidina (0,12%)
1.0- b E Extrato Aquoso (110 mg/mL)
b
8 =/
Q "~ - g
sl a L /] Extrato Glicélico (50 mg/mL)
—
- Controle Negativo

0.0 . T .

67,34% 24,10% 32,74%
\ Reducéo de Viabilidade /
Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo método ANOVA
complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b” e “c” demonstram a semelhanga ou
diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos.

Fonte: Elaborado pela autora.
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As porcentagens de reducdo de viabilidade em biofilmes monotipicos

para cepas de K. pneumoniae podem ser observadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Reducdo de viabilidade em biofilmes de K. pneumoniae apds

tratamento de 5 min

Cepas de Reducéo de Viabilidade Celular (%)

K. pneumoniae | Clorexidina 0,12% | Extrato Aquoso | Extrato Glicdlico

ATCC 4352 48,54% 29,81% 20,56%
K1 51,84% 61,46% 35,17%
K2 41,87% 65,13% 40,36%
K3 45,96% 25,72% 35,32%
K4 36,11% 62,64% 53,66%
K5 32,29% 42,39% 28,97%
K6 82,21% 26,28% 5,38%
K7 31,05% 45,72% 27,60%
K8 81,39% 14,10% 64,24%

Legenda: Médias de reducdo de viabilidade apresentadas pelos biofilmes monotipos de cepa ATCC
4352 e cepas clinicas multirresistentes de K. pneumoniae ap6s o tratamento de 5 min com a
clorexidina 0,12% (controle positivo), extrato aquoso e extrato glicélico de prépolis com
concentragdes previamente determinadas.

Fonte: Elaborado pela autora.

Apos teste de normalidade, as cepas ATCC 4352, K1, K2, K3, K4, K5,
K6 e K8 de K. pneumoniae apresentaram distribuicdo normal, portanto foram
analisadas pelo método ANOVA complementado pelo teste de Tukey. Apenas a
cepa K7 ndo apresentou curva normal, portanto foi analisada pelo método

Kruskall-Wallis complementado com o Teste de Comparacdo Mdltipla de Dunn.
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Observando os resultados de reducdo de viabilidade nota-se que apés
aplicacdo do extrato glicélico em cepa ATCC 4352 a reducdo foi de apenas
20,56%, valor maior que apenas um resultado para as cepas multirresistentes,
que apresentaram variacdo de reducdo entre 5,38% a 64,24% (com média de
36,33%) (Tabela 4). J& o extrato aquoso reduziu em 29,81% o biofilme da cepa
ATCC 4352 e apresentou reducbes entre 14,10% e 65,13% para cepas
multirresistentes (com média de 42,93%) sendo que cinco cepas clinicas tiveram
reducdes maiores que a cepa padrdo (Tabela 4).

Ambos o0s extratos apresentaram reducdo significativa da viabilidade dos
biofilmes das cepas ATCC 4352 ¢ K1 (p<0,05%), sendo que para a K1 o extrato
aquoso apresentou reducdo semelhante a clorexidina (p>0,05%) (Figura 5).

Os dois extratos também apresentaram reducéo significativa do biofilme
para as cepas K2, K4, K5 e K7 em relacdo aos seus controles de crescimento
(p<0,05%) com resultados estatisticamente semelhantes a clorexidina (p>0,05%)
(Figuras 5 e 6).

O extrato glicélico apresentou reducdo significativa no biofilme da cepa
K3 em comparacdo ao controle negativo (p<0,05%), sendo semelhantes
estatisticamente a clorexidina (p>0,05%) (Figura 5).

O extrato aquoso produziu reducdo significativa em rela¢do ao controle
de crescimento para a cepa K6 (p<0,05%) (Figura 6).

Ambos os extratos apresentaram reducdes significativas para a cepa K8
(p<0.05%), com maiores valores de redugdo para o extrato glicolico em

comparagao ao extrato aquoso (Figura 6).
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Figura 5 — Graficos demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste
MTT apoés tratamentos de 5 min aplicados em biofilmes de K. pneumoniae
(cepas ATCC 4352, K1, K2, K3 e K4)
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Legenda: Todos os testes apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo método ANOVA
complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). As letras “a”, “b” e “c” demonstram a semelhanga ou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 6 — Graficos demonstrando a densidade Optica obtida em leitura de teste
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Legenda: Os testes para as cepas K5, K6 e K8 apresentaram distribuicdo normal e foram analisados
pelo método ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p<0,05%). O teste para a cepa K7 ndo
apresentou distribuicdo normal e foi analisado por meio do método Kruskall-Wallis complementado
com Teste de Comparagdo Mdltipla de Dunn (p<0,05%). As letras “a”, “b”, “c” e “d” demonstram a
semelhanca ou diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5 DISCUSSAO

E importante destacar, inicialmente, que nio foram identificados na
literatura estudos investigando a acdo antibiofilme de extratos de propolis ndo
etandlicos sobre cepas clinicas multirresistentes das espécies P. aeruginosa e K.
pneumoniae. Dessa forma, € possivel discutir os resultados obtidos com
pesquisas que apresentam algumas semelhancas especificas com o presente
estudo.

Alguns estudos utilizam metodologias de microdiluicdo com semeadura
em agar, assim como feito neste trabalho, para verificar a acdo antimicrobiana
de extrato de propolis em cultura planctonica de P. aeruginosa. No entanto, a
maioria das pesquisas utiliza extratos com etanol, como Kubina et al. (2015),
que estudaram a acdo de extrato de propolis polonés demonstrando a atividade
antimicrobiana com CMM de 6,25 mg/mL para cepa ATCC 27853 de P.
aeruginosa, mesmo valor de CMM apresentado pelo extrato glicolico do
presente trabalho, demonstrando acdo semelhante a de extrato alcoolico para
cepa padrdo de P. aeruginosa.

Em algumas pesquisas os autores ndo especificaram o valor exato de
CMM, como Tiveron et al. (2016), que ao testar extrato alcodlico de amostras de
prépolis organica produzida em ambiente de conservacdo e reflorestamento
(Brasil) observaram CMM > 1,600 ug/mL para cepa ATCC 25619 de P.
aeruginosa. J& Santos TL et al. (2017) utilizaram extrato etandlico de
geopropolis de Melipona mondury (amostras da Bahia, Brasil) e suas fracOes, e
verificaram acgédo variada contra cepa ATCC 27853 de P. aeruginosa com CMM
de 250 pg/mL a > 1000 pug/mL. Chen et al. (2017) testaram extratos etandlicos
de propolis verde Taiwanés adquirido comercialmente em cepas do Instituto de

Pesquisa e Desenvolvimento da Industria de Alimentos (Taiwan) e
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determinaram CMM > 640 pg/mL para P. aeruginosa. Apesar dos valores de
CMM demonstrados pelos autores serem significativamente mais baixos do que
0s deste estudo, nas trés pesquisas diversos valores foram indeterminados, com
CMM definidas acima das concentracOes testadas, sem precisdo para a maioria
dos resultados (Tiveron et al., 2016; Chen et al., 2017; Santos TL et al., 2017), o
gue ndo ocorreu neste estudo com 0s extratos aquoso e glicolico para as cepas
padrdo, em que foi determinada CMM para P. aeruginosa e também para K.
pneumoniae.

Existem ainda estudos que indicaram apenas os valores de CIM
(Concentracdo Inibitdria Minima) para demonstrar atividade da propolis, como
da Cruz Almeida et al. (2017), que investigaram a acdo de produtos com
propolis vermelha (de Alagoas, Brasil): extratos cloroférmicos e também
tinturas e microcapsulas com extrato etanélico. Foi observada agéo inibitoria das
microcapsulas contra P. aeruginosa com concentracdes bastante reduzidas de
271,74 a 1086,96 pg/mL e halos de inibi¢do de 8 a 20 mm de didmetro para
concentracgdes de 50 a 2000 ug/mL; para a tintura e os extratos cloroférmicos os
halos foram superiores a 10 mm (concentragdes de 100 pg/mL a 2000 pg/mL).

Em relacdo ao combate de K. pneumoniae, Torres et al. (2018),
estudaram a acdo de extrato etandlico de amostras brasileiras de propolis por
meio de microdiluicdo com coloracdo por resazurina em que 0s extratos de
prépolis produzidos por Melipona quadrifasciata apresentaram as concentracoes
mais baixas de CIM, sendo aproximadamente 5 mg/mL para a cepa ATCC
23883, enquanto os extratos de Tetragonisca angustula apresentaram CIM de
aproximadamente 6,5 mg/mL, valores de inibicdo semelhantes aos da maioria
das concentracGes de extrato glicolico de propolis com acdo microbicida (6,25
mg/mL) apresentadas neste estudo para cepas de K. pneumoniae, tanto padréo,

guanto multirresistentes.
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A disco difusdo em &gar também é uma metodologia utilizada por
diversos pesquisadores para determinacdo de atividade antimicrobiana. No
entanto, ha trabalhos que ndo apresentam dados numéricos para 0s resultados
com essa metodologia, como Farnesi et al. (2009), que indicaram apenas que 0
extrato etandlico de prépolis de M. quadrifasciata (“Mandacaia” de Sdo Paulo)
apresentou maior atividade contra P. aeruginosa que o de Apis mellifera (de
Minas Gerais) e de Scaptotrigona sp (“Tubi” do Maranhdo). Ja Siripatrawan e
Vitchayakitti (2016) desenvolveram filmes de quitosana com extrato de prépolis
da Tailandia extraido com solucdo aquosa de etanol (30%) com o objetivo de
desenvolver embalagens de alimentos. No teste antimicrobiano observaram que
com o extrato de propolis, a atividade antimicrobiana foi evidente para todas
bactérias testadas, incluindo P. aeruginosa, e que sem 0 extrato ndo houve
inibicdo das bactérias, demonstrando funcdo essencial deste componente para o
combate dos micro-organismos.

Com resultados mais especificos, Mercan et al. (2006) demonstraram
acdo de extratos etanolicos de amostras de préopolis de diferentes regides da
Turquia, com resultados bastante significativos em que para P. aeruginosa
ATCC 27853 foi observado halo de inibicdo de < 8 a < 12 mm enquanto K.
pneumoniae ATCC 27736 apresentou suscetibilidade para todas as amostras
com < 8 mm de inibi¢ao, demonstrando que a ac¢do para P. aeruginosa foi igual
ou maior que para K. pneumoniae. Shawky e Ibrahim (2018) testaram a ac¢éo de
extrato etandlico de amostras de prépolis provenientes do Egito e apresentaram
0 resultado de 2 mm de zona de inibicdo para cepa ATCC 9027 de P.
aeruginosa.

Além da disco difusdo, Ramanauskiene et al. (2009) utilizaram outra
metodologia para os testes antimicrobianos: a difusdo em agar por meio da
técnica do po¢o, em que testaram sistemas de emulsées com extrato etandlico de

propolis, 6leo com 30% de propolis diluido com azeite e extrato semisélido de
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propolis (amostras da Lituénia). P. aeruginosa ATCC 27853 apresentou valores
de CIM de 0,076 e 0,043 mg/mL para emulsdes com extrato etandlico e 0leo,
respectivamente, enquanto K. pneumoniae ATCC 33499 obteve CIM de 0,059 e
0,055 mg/mL. Com a forma semisolida ndo houve inibicdo das bactérias,
enquanto com o extrato de propolis houve maior acdo contra K. pneumoniae e
com o 6leo com propolis e azeite contra P. aeruginosa.

Comparando estes resultados para cepas ATCC, ¢é possivel observar que
no estudo de Mercan et al. (2006) P. aeruginosa apresentou suscetibilidade
maior ou igual aos extratos em comparagcdo a K. pneumoniae, enquanto
Ramanauskiene et al. (2009) demonstram que com o 6leo com 30% de propolis
diluido com azeite houve maior acdo contra P. aeruginosa e K. pneumoniae do
que com extrato etanolico. Ja na presente pesquisa, com extratos nao alcoolicos
de propolis, foi observada maior acdo do extrato glicolico para ambas as cepas
ATCC e também as multirresistentes das duas espécies na forma planctonica,
sendoo o0s valores mais baixos para K. pneumoniae, de maneira geral,
concordando com os resultados para extrato de propolis de Ramanauskiene et al.
(2009). Com o extrato aquoso de prépolis houve grande variacdo de agéo entre
as cepas ATCC, sendo a CMM igual a 13,75 mg/mL para P. aeruginosa e 55
mg/mL para K. pneumoniae, concordando com Mercan et al. (2006), que
demonstraram maior atividade de extratos contra P. aeruginosa. Ainda assim,
fica clara a grande variacdo de atividade para as espécies entre as diferentes
amostras e/ou tipos de produtos a base de prépolis.

S@o encontrados poucos estudos investigando a acdo do extrato de
prépolis em cepas clinicas de P. aeruginosa e K. pneumoniae apresentando
valores de CMM. Uma pesquisa interessante que pode ser discutida foi
desenvolvida por Campos et al. (2015), que investigaram acdo de extrato
etanolico de propolis do estado do Mato Grosso do Sul, Brasil (amostras de

abelhas Tetragonisca fiebrigi) em cepas ATCC incluindo as cepas de P.
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aeruginosa e K. pneumoniae utilizadas no presente estudo, mas também em
isolados clinicos do Laboratorio de Microbiologia da Escola Superior Agréaria de
Braganca (Portugal) com diversas espécies. Por meio de microdiluicdo seriada e
semeadura, foi demonstrado que, entre as bactérias Gram-negativas P.
aeruginosa apresentou as maiores CMM: a cepa clinica apresentou a CMM
igual a 15,50 mg/mL e a ATCC 14,42 mg/mL. K. pneumoniae foi a segunda
mais resistente com CMM da cepa clinica igual a 13,08 mg/mL e ATCC igual a
11,58 mg/mL. Nesta pesquisa foram apresentados valores maiores de CMM com
0 extrato etandlico de propolis na maioria dos casos em comparagdo ao presente
estudo: para as cepas ATCC de P. aeruginosa e K. pneumoniae os resultados
apresentaram valor préximo ou maior que o dobro da CMM demonstrada pelo
extrato glicolico deste trabalho, enquanto para as cepas clinicas de ambas as
especies, os valores foram mais préximos, sendo um pouco mais elevados do
gue nossos resultados para cepas multirresistentes de P. aeruginosa e sete cepas
multirresistentes de K. pneumoniae (Campos et al., 2015). E interessante
ressaltar que as cepas utilizadas por Campos et al. (2015) ndo apresentavam
multirresisténcia a antibidticos e seus extratos etandlicos apresentaram acgéo
menos efetiva que o extrato glicdlico para cepas multirresistentes.

Estudos com testes antimicrobianos de extratos de propolis em cepas
resistentes ou multirresistentes de P. aeruginosa e K. pneumoniae também sdo
escassos na literatura, sendo possivel discutir apenas algumas pesquisas com
extratos etandlicos, como a de Zeighampour et al. (2014) que testaram propolis
de diferentes regides do Ird verificando CMM de 1500 mg/mL para as cepas
multirresistente e ATCC 1074 de P. aeruginosa. Santos HF et al. (2017)
estudaram a acdo do extrato hidroalcodlico de geopropolis proveniente do Mato
Grosso do Sul (Brasil) sobre as cepas clinicas resistentes a imipenem de P.

aeruginosa obtidas do Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agréria
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de Braganca (Portugal) que apresentaram CMM entre 17 e 17,7 mg/mL e cepa
ATCC 15442™ que apresentou CMM de 16,5 mg/mL.

O extrato glicolico do presente estudo apresentou acdo
consideravelmente mais efetiva para cepas ATCC e clinicas multirresistentes de
ambas as espécies (CMM de 6,25 a 25 mg/mL) em comparacdo aos valores
demonstrados por Zeighampour et al. (2014) para cepas ATCC e
multirresistente de P. aeruginosa, com CMM de 1500 mg/mL, concentracdo
bastante elevada, especialmente para cepa padrdo. Ja em comparacdo a Santos
HF et al. (2017), o extrato glicolico desta pesquisa também foi mais efetivo para
as cepas ATCC e todas as multirresistentes de P. aeruginosa e para cepa ATCC
e sete cepas resistentes de K. pneumoniae (valores de CMM iguais a 6,25 e 12,5
mg/mL). Este estudo concorda com os autores que demonstraram resultados
semelhantes entre a cepa padrdo e a resistente a imipenem de P. aeruginosa,
como foi observado para o extrato glicolico com a maioria das cepas
multirresistentes de K. pneumoniae (Santos HF et al., 2017).

Ja o extrato aquoso desta pesquisa apresentou resultados melhores para
cepa ATCC de P. aeruginosa em comparacao aos trés estudos (Zeighampour et
al., 2014; Campos et al., 2015; Santos HF et al., 2017). Em relacdo a cepas
multirresistentes, sua acdo foi mais efetiva contra trés cepas de P. aeruginosa do
gue o demonstrado pelos autores, com acao de destaque apresentando atividade
maior para cepas multirresistentes do que extratos com etanol.

Alguns trabalhos sobre a acdo em cepas clinicas e ambientais (inclusive
multirresistentes) ndo apresentam valores de CMM: Ophori e Wemabu (2010)
demonstraram que, entre as espécies isoladas de pacientes com infeccdo
respiratéria, K. pneumoniae (2° micro-organismo mais prevalente) foi uma das
mais sensiveis ao extrato etanodlico de propolis (amostras de mercado da
Nigéria), com CIM igual a 2 pg/mL. Balata et al. (2014) demonstraram a agédo
do extrato de propolis da Aradbia Saudita com CIM de 250 mg/L para isolados
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congelados ou ambientais de P. aeruginosa e >32 mg/L para Klebsiella sp.
verificando também que organogel com prépolis apresentou a melhor agédo
antibacteriana do que base de organogel sem propolis para a maioria dos micro-
organismos. Em 2015, no Iraque, Taher estudou a acdo de extrato etandlico de
prépolis sobre K. pneumoniae multirresistente demonstrando suscetibilidade do
patdgeno com concentracdo de 100 mg/mL e sinergismo do extrato com
antibioticos. Sarhan e Azzazy (2017) observaram acdo de nanofibras com
propolis contra P. aeruginosa multirresistente, mas ndo muito significativa, de
acordo com o0s autores. Estes estudos indicaram, de maneira geral,
suscetibilidade maior de K. pneumoniae em comparacdo a P. aeruginosa
(Ophori, Wemabu, 2010; Balata et al., 2014; Taher, 2015; Sarhan, Azzazy,
2017) no entanto, ao tratar as cepas multirresistentes com os extratos aquoso e
glicdlico de propolis neste estudo, foi observado que K. pneumoniae apresentou
mais valores de CMM elevados para o extrato aquoso, com grande diferenca
também da cepa ATCC 4352 com cepa ATCC 15442 de P. aeruginosa.

Apos levantamento bibliografico foi possivel observar que, além da
escassez de estudos investigando atividade antibacteriana de extratos glicolicos
e aquosos de propolis sobre cepas clinicas multirresistentes de P. aeruginosa e
K. pneumoniae, estudos com cepas padrdo também sdo pouco desenvolvidos.
Uma pesquisa interessante € a de Berretta et al. (2012), com 3 extratos da
empresa Apis Flora (11,15% e 11,20%, 11,24%), que demonstraram CMM de
13,93 a 14,05 mg/mL para P. aeruginosa ATCC 27853 e K. pneumoniae ATCC
10031, valores maiores do que o dobro da CMM encontrada no presente estudo
para teste com extrato glicélico contra a cepas ATCC de P. aeruginosa e K.
pneumoniae (6,25 mg/mL) e maior tambem que todas as CMM encontradas para
as cepas clinicas multirresistentes testadas de P. aeruginosa (CMM igual a 12,5
mg/mL) e sete de K. pneumoniae (CMMs de 6,25 e 12,5 mg/mL), demonstrando

melhor acdo do extrato glicolico de propolis (Mapric® com concentracdo de 200
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mg/mL) que foi capaz de combater ndo s6 cepas ATCC, mas também as clinicas
multirresistentes em baixas concentragoes.

Com relacdo a extratos aquosos, Carrillo et al. (2011) desenvolveram
estudo comparando-0s com extratos etanolicos (todos de amostras do México),
em que foi observado que apenas um de quatro extratos aquosos teve acgéo
microbicida para K. pneumoniae (com concentracdo de 30 mg/mL) enguanto
trés extratos etandlicos apresentaram concentragdes microbicidas de 10 a 20
mg/mL, com apenas um dos extratos sem acgdo. Apesar de demonstrarem
melhores resultados com extratos etanolicos (10 a 20 mg/mL), a acdo do extrato
aquoso contra K. pneumoniae (30 mg/mL) ultrapassa a acdo a demonstrada no
presente estudo para a mesma especie (CMM de 55 mg/mL ou >55 mg/mL), no
entanto, € importante destacar que estes testes foram desenvolvidos com cepas
multirresistentes a antibidticos, o que ndo foi encontrado na literatura para que
se fizesse comparacdo mais precisa de resultados.

Kubiliene et al. (2015) testaram diferentes extratos de propolis de
amostra da Lituania e por difusdo em agar com tecnica do pogo e observaram
que para cepas P. aeruginosa ATCC 27853 e K. pneumoniae ATCC 33499,
extrato aquoso de propolis com polietilenoglicol (PEG) apresentou 18,3 mm e
19,4 mm de zona de inibicdo, respectivamente, e para o extrato com PEG, azeite
e agua 17,3 mm e 20,5 mm, resultados melhores do que os dos respectivos
controles de Ceftazidina (para P. aeruginosa) e Cefuroxima (K. pneumoniae). O
extrato etanolico apresentou menos atividade, com 15,2 mm (P. aeruginosa) e
15,4 mm (K. pneumoniae) de inibicdo e os extratos aquoso e com azeite ndo
tiveram agdo contra nenhum micro-organismo testado (Kubiliene et al., 2015).

AL-Ani et al. (2018) também demonstraram atividade antibacteriana
significativa comparando extrato aquoso de propolis produzido de amostra da
Alemanha com extratos etandlicos de amostras da Alemanha, Irlanda e

Republica Checa. Com microdiluicdo em caldo e semeadura, observou-se que as



43

cepas ATCC de P. aeruginosa e K. pneumoniae apresentaram CMM >5 mg/mL
para 0s extratos etandlicos e que o extrato aquoso apresentou CMM igual a 5
mg/mL para P. aeruginosa ATCC 27853 e 2,5 mg/mL para K. pneumoniae
ATCC 700603. Para isolados clinicos de K. pneumoniae, a CMM para 0 extrato
aquoso foi de 2,5 mg/mL (com CMM de 2,5 mg/mL e 1,2 mg/mL para extratos
etanolicos) demonstrando acdo efetiva da prépolis por meio da extracdo aquosa,
com resultados melhores que os apresentados pelos extratos etandlicos para
cepas ATCC.

Apesar de diversos estudos demonstrarem acdo da propolis em P.
aeruginosa e/ou em K. pneumoniae, muitos dos descritos anteriormente também
indicaram acdes iguais ou até melhores em outros micro-organismos como, por
exemplo, S. aureus, S. aureus resistente a meticilina (MRSA), E. coli, E.
faecalis, Acinetobacter baumannii, Enterobacter cloacae, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Haemophilus
influenzae, Enterococcus spp., Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes, Micrococcus luteus, Paenibacillus larvae, Proteus mirabilis
etc. demonstrando ampla acdo da prépolis como agente antimicrobiano com
potencial para combater inumeros patdégenos (Farnesi et al., 2009; Carrillo et al.,
2011; Berretta et al., 2012; Campos, et al., 2015; Kubina et al., 2015; Chen et
al., 2017; AL-Ani et al., 2018; Torres et al., 2018).

No entanto, & preciso considerar também que, mesmo aplicando
metodologias variadas (disco difusdo em agar, microdiluicdo com coloracao por
resazurina e diluicdo em caldo com semeadura em &gar) em alguns estudos os
extratos etanolicos e metandlicos de propolis verde de diferentes paises (Turquia,
Brasil, Australia, Sérvia e Suica) e também o 6leo essencial de prépolis marrom
do Mato Grosso do Sul (Brasil) ndo demonstraram agdo sobre cepas padrao de P.
aeruginosa e K. pneumoniae (Kartal et al.,, 2003; da Cunha et al., 2013;
Fernandes et al., 2015; Massaro et al., 2015; Ristivojevi¢ et al., 2016; Fraile et
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al., 2017), indicando também variabilidade de suscetibilidade dos patégenos
para diferentes amostras e tipos de produtos.

A investigacdo da acdo antibiofilme de extratos de prépolis também é
pouco abordada por pesquisadores, especialmente com as espécies desta
pesquisa e suas cepas multirresistentes. Com P. aeruginosa é possivel discutir o
trabalho de De Marco et al. (2017), que utilizaram propolis da Italia para
producdo de extrato etanolico testado em cepas ATCC 15692 e P1242
(geneticamente modificada), para as quais determinaram valores iguais de CIM
(125 pug/mL) e CMM (> 2000 ug/mL) por meio de microdiluicdo em caldo com
semeadura em &gar. Na analise de biofilme por meio de quantificacdo de
biomassa com cristal violeta os tratamentos foram feitos com contato de 24 h e
observou-se reducdes de biomassa de aproximadamente 25%, 45% e 65% para
as concentracfes de 10, 50 e 100 ug/mL, respectivamente. Apesar de utilizar
extrato etanolico e ndo desenvolver testes em cepas multirresistentes, o presente
trabalho concorda com De Marco et al. (2017) que tambem demonstraram as
potencialidades de extratos de propolis contra biofilme de P. aeruginosa,
concluindo que estes extratos poderiam ser utilizados como adjuvante na terapia
contra as infecgdes crénicas causadas por este patdgeno.

No entanto a presente pesquisa discorda do estudo de Oliveira
Dembogurski et al. (2018) feito com extratos etandlico, hidroetandlico e de
fracdes de propolis marrom (amostras de diferentes regides do Brasil adquiridas
comercialmente) em que os testes de quantificacdo de biomassa por cristal
violeta e de viabilidade celular com MTT (mesma metodologia utilizada nesta
pesquisa) ndo demonstraram acdo antibiofime contra P. aeruginosa ATCC
27853, apesar da acdo significativa contra biofilme de S. aureus ATCC 2590.

Para interpretar a divergéncia de resultados entre os estudos com
biofilmes de P. aeruginosa é preciso considerar a diferenca de cepas utilizadas

para cada pesquisa e também a variacdo das diferentes amostras de propolis que
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podem ser encontradas em diversos paises e regides. E interessante observar que
0s extratos do presente estudo ndo apresentaram suas maiores reducdes de
viabilidade de biofilmes para as cepas padrdo, no entanto, apresentaram
reducBes de até 54,42% (glicdlico) e 64,66% (aquoso) da viabilidade para cepas
multirresistentes de P. aeruginosa, enquanto extrato etandlico testado por de
Oliveira Dembogurski et al. (2018) ndo demonstrou acdo significativa nem
mesmo em cepa padréo.

Ndo foram encontrados estudos com biofilmes de K. pneumoniae,
porém, na presente pesquisa foram demonstradas redug6es de viabilidade de até
64,24% para o extrato glicdlico de préopolis e de 65,13% para 0 extrato aquoso
de propolis sobre suas cepas multirresistentes, apresentando reducdes maiores
que para cepa ATCC, o que indica que os extratos de propolis também
apresentam acédo efetiva contra biofilmes de K. pneumoniae multirresistente,
informacéo inovadora ainda ndo apresentada na literatura.

Existem ainda algumas pesquisas que demonstram a acdo antibiofilme de
extrato etanolico de propolis para outras espécies microbianas, como o de Joy
Sinha et al. (2015), que demonstrou que extrato alcodlico comercial de propolis
diluido a concentracdo de 11% e transformado em gel apresentou melhor agéo
antibiofilme que extratos aquoso e alcoolico de Azadirachta indica, hidroxido de
calcio e etanol absoluto para desinfeccdo de tlbulos dentindrios com biofilmes
de C. albicans (ATCC 10231), com inibicdo microbiana de 98,5%, menos
efetivo apenas que a clorexidina (gel a 2%), mas sem diferenca estatistica.
Estudos mencionados anteriormente (Akca et al., 2016; Tiveron et al., 2016)
apresentaram resultados interessantes sobre a acdo de extratos etanolicos em
biofilmes de espécies de importancia para a odontologia. Akca et al. (2016)
observaram que tanto o extrato etanolico de propolis da Turquia quanto a
clorexidina ndo apresentaram acgdo tdo efetiva em biofilmes quanto contra a

forma planctonica, porém, ambos foram bactericidas para a maioria dos micro-
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organismos, como cepas ATCC de L. acidophilus, L. salivarius subsp.
salivarius, S. aureus, E. faecalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e C. albicans, mas ndo para S.
mutans, S. sobrinus, e A. israelii, (0os pioneiros do biofilme microbiano). Em
alguns casos, 0 extrato apresentou acdo mais efetiva que a clorexidina, como
para L. acidophilus, L. salivarius subsp. salivarius e P. intermedia.

Ja no estudo de Tiveron et al. (2016), demonstrou-se a acdo de sete
amostras de extrato alcodlico de propolis organica (amostras do Brasil) com
inibicdo de aproximadamente 90% do biofilme de S. mutans nas concentragfes
de 400 e 800 pg/mL, resultado diferente do apresentado por Akca et al., 2016,
no qual o extrato ndo foi bactericida para S. mutans. Jaiswal et al. (2017)
estudaram a acéo antibiofilme de extrato alcodlico de propolis (11%), quitosana,
clorexidina e hipoclorito de sédio (NaOCI) em cepa ATCC de E. faecalis com o
objetivo de explorar novas possibilidades para irrigantes endodonticos mais
efetivos e menos irritantes que NaOCI. Foi observado que apos irrigacdo de 10
min, propolis, quitosana com clorexidina e clorexidina foram tao eficazes quanto
NaOCI.

Desta forma, ficam claras as potencialidades da propolis para a medicina
e odontologia, com atividade antibacteriana contra diversos patdgenos (bacterias
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos) e possibilidade de aplicacdo em
inGmeras situacdes. E importante também que mais estudos sejam desenvolvidos
para que as propriedades de amostras de cada regido tenham seus efeitos
terapéuticos identificados para que possam ser aproveitadas da melhor forma
possivel, visto que, como demonstrado por diversos autores, ha diferenca de
acdo entre extratos e outros produtos de acordo com a regido de obtencéo,
extracdo, combinagdo com outras substancias e também de acordo com o micro-

organismo alvo.
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Além deste estudo ser inovador por estudar a acdo de extratos de
prépolis ndo alcodlicos sobre biofilmes de cepas bacterianas multirresistentes, a
investigacdo de propriedades antibacterianas de produtos que ja estdo
disponiveis comercialmente para a populacdo € um fator que deve ser destacado
na pesquisa. Ao descobrir e evidenciar caracteristicas benéficas com
potencialidades terapéuticas de produtos de facil acesso se torna possivel
beneficiar comunidades externas ao ambiente académico, proporcionando
melhorias de qualidade de vida a curto prazo, ao contrario dos estudos que,
mesmo apresentando excelentes resultados, investigam amostras indisponiveis
para a maioria da populacéo. Dessa forma é possivel contribuir para o combate
de bactérias multirresistentes a antibioticos de uso comum, problema de salde

publica de grande relevancia no mundo todo.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que os extratos aquoso e glicolico de prépolis apresentam
Importante acdo antibacteriana e antibiofilme (com contato por apenas 5 min)
sobre cepas padrao e clinicas multirresistentes a antibidticos de K. pneumoniae e
P. aeruginosa, podendo ser considerados potenciais agentes terapéuticos para o

combate destes patdgenos.
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