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Resumo: Esta pesquisa explora a eficacia da prépolis como alternativa antimicrobiana
natural. Devido a sua complexa composi¢do quimica, tem menor probabilidade de
levar ao desenvolvimento de cepas resistentes, oferecendo uma opc¢ao mais segura
e econOmica. Avaliou-se cinco subtipos desta resina (verde, amarelo, preto, marrom
e vermelho) contra estirpes bacterianas resistentes: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes e Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase (KPC). Foram
realizados dois testes: um com alta densidade bacteriana e outro com densidade
moderada, simulando condi¢des realistas de infec¢do. Discos de papel impregnados
com os extratos foram aplicados nas placas e, apés 24 horas, alguns deles
apresentaram halo de inibicdo de crescimento. Adicionalmente, um refratdmetro foi
utilizado para medir a concentracdo de aclUcares em sprays a base deste principio
ativo, avaliando seu impacto na eficacia terapéutica. Com base nos melhores
resultados, foi desenvolvido um spray em laboratério, sem adicdo de acucares.
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1. Introducéo

O uso inadequado de antibidticos acarreta consequéncias importantes,
como o aumento dos custos do tratamento, a ampliacdo dos efeitos colaterais e,
de maneira mais crucial, o fendmeno denominado “pressdo antibidtica”. Esse
fendmeno refere-se a relacédo entre a extensédo do uso desses medicamentos e a
selecdo de cepas resistentes, representando uma ameaca significativa para a
saude publica em escala mundial (SPURLING, 2013).

Apesar de uma grande parte das doencas respiratorias serem causadas
por virus (cerca de 75%), para as quais o tratamento com drogas antimicrobianas
nao traz beneficio algum, a prescricdo desses medicamentos continua sendo uma
pratica comum (MONTEIRO, 2011). Mesmo nos casos em que a infeccdo tem
origem bacteriana e 0 uso de antissépticos € indicado, os erros durante as fases
de prescricdo, administracdo, dispensacdo e transcricdo dos medicamentos
prescritos contribuem para o aumento do uso excessivo dessas drogas
(MARQUES, 2008).

Nessa situacdo, 0s agentes antimicrobianos naturais, devido a sua
complexa composicao quimica, apresentam dificuldades para o desenvolvimento
de cepas resistentes, oferecendo maior seguranca e custos mais baixos. Isso os
torna uma alternativa promissora para novos tratamentos. A prépolis, devido ao
seu uso popular consolidado, emerge como uma opc¢ao interessante para
analises e desenvolvimento de medicamentos de origem natural. Packer & Luz
(2007) observam que os consumidores estdo cada vez mais interessados em
utilizar produtos naturais e menos prejudiciais a saude (PACKER, 2007).

1.1. A propolis

O nome se origina do grego, significando “em defesa da comunidade”, tem
sido empregada na medicina popular em forma de extrato desde 300 a.C. devido
as suas notaveis propriedades farmacologicas. Essa substancia resinosa €
produzida pelas abelhas, resultante da combinacdo de substancias coletadas de
diversas partes das plantas, como brotos, botdes florais e exsudatos resinosos,
juntamente com as secrec¢des produzidas pelas proprias abelhas. Esse processo
resulta em um material de varias coloragdes e consisténcias utilizado para fechar
pequenas aberturas, preservar insetos mortos dentro da colmeia e proteger

contra a invasao de microrganismos (PARK, 2000).



Essa resina apresenta propriedades bacteriostaticas e, em alguns casos,
bactericidas, sendo a eficacia antimicrobiana diretamente proporcional a sua
concentracdo. Seus efeitos terapéuticos sao atribuidos aos compostos fendlicos,
especialmente flavonoides, além de acidos fendlicos, ésteres, aldeidos, alcoois e
acetonas (BANKOVA, 1983). Elementos inorganicos como cobre, manganés,
ferro, calcio, aluminio, vanadio e silicio também fazem parte da composicéo.
Importante notar que a constituicdo dessa substancia varia conforme a flora da
regido, época da colheita, técnica utilizada e espécie de abelha produtora
(LUSTOSA, 2008).

Os elementos presentes nessa matéria conferem a ela um valor
significativo na medicina natural preventiva, atuando no combate a doencas
respiratdrias como faringites, amidalites, bronquites e asma. Sua eficacia
terapéutica, quando combinada com outros medicamentos, contribui para a
recuperacdo de diversas patologias. Pesquisas anteriores indicam que esse
potencial pode ser atribuido a habilidade desses compostos em inibir a RNA-
polimerase bacteriana ou impactar a membrana e/ou parede celular do
microrganismo, causando danos funcionais e estruturais semelhantes aos

observados em muitos antibidticos convencionais (MAGALHAES, 2017).

1.2. Tipos de prépolis

Suas caracteristicas fisicas e quimicas variam consideravelmente
dependendo da localizacdo geogréfica, da vegetacado circundante e das espécies
de abelhas envolvidas em sua producdo (MARCUCCI, 2001). Essa diversidade
resulta na existéncia de diferentes tipos de substancia, cada uma com

composicao quimica e atividade bioldgica especificas.

A verde, originaria do Brasil, por exemplo, é conhecida por sua riqueza em
compostos fendlicos e flavonoides, conferindo-lhe potente atividade antioxidante
e antimicrobiana (BANKOVA, 2014). Estudos tém demonstrado que a quercetina
e a apigenina, possuem propriedades anti-inflamatorias e antibacterianas, sendo
eficazes contra patégenos respiratorios comuns, como Streptococcus (SIMONE-
FINSTROM, 2010).

A vermelha, encontrada principalmente no sudeste asiatico, €
caracterizada por sua alta concentracdo de fendis e terpenos, exibindo atividade
anti-inflamatoéria e antifingica significativa (AHN, 2004). Os terpenos presentes



nesta substancia, como o acido cafeico e o acido p-cumarico, tém demonstrado
eficacia contra bactérias respiratorias resistentes aos antibidticos, como

Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MARCUCCI, 2001).

A marrom, predominante em regides temperadas, € reconhecida por sua
acdo antibacteriana, atribuida principalmente aos seus compostos fendlicos e
acidos graxos (SFORCIN, 2007). Estudos sugerem que os acidos fendlicos, como
0 acido cinamico e o acido ferulico, possuem potencial para inibir a formacéo de
biofilme bacteriano nas vias respiratorias, contribuindo para o tratamento de

infecgdes cronicas, como a sinusite e a bronquite (KUROPATNICKI, 2013).

A amarela, comumente encontrada na Europa, destaca-se por sua
atividade antiviral e imunomoduladora, contribuindo para a protecdo contra
infeccbes respiratorias virais (BUENO-SILVA, 2017). Estudos tém demonstrado
gue os acidos fendlicos e os ésteres aromaticos presentes em sua composicao
podem interferir na replicacao viral, reduzindo a carga viral e a gravidade dos
sintomas associados a infec¢des respiratérias virais, como gripes e resfriados
(SFORCIN, 2011).

Por fim, a preta, prevalente em regifes tropicais, € caracterizada por sua
atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria potente, sendo uma promissora
candidata para o tratamento de infeccdes respiratérias. Andlises tém sugerido
que os compostos fenodlicos e os flavonoides presentes nessa matéria podem
modular a resposta imune nas vias respiratdrias, reduzindo a inflamacao e
melhorando a resposta do organismo a infeccdo bacteriana e viral (MARCUCCI,
2001).

Embora os outros tipos também apresentem atividade antimicrobiana
significativa, a composicdo quimica Unica da verde parece conferir-lhe uma
vantagem distinta no combate a patégenos respiratorios. Portanto, ao considerar
a escolha de um agente terapéutico natural, ela emerge como uma opgéo
especialmente indicada, devido a sua eficacia comprovada e perfil de seguranca
(SFORCIN, 2011).

1.3. Sprays de propolis

Além dos diferentes tipos, uma forma comum de utilizar esse produto

natural € por meio dos sprays, que consistem em solu¢cdes aquosas ou alcodlicas



contendo extratos de prépolis. Os sprays sdo amplamente comercializados e
utilizados como agentes terapéuticos para uma variedade de condi¢cdes de

saude, principalmente do trato respiratorio (BANKOVA, 2014).

No entanto, € importante ressaltar que, em muitos casos, esse produto
contém uma quantidade significativa de agucares adicionados, como xarope de
milho ou mel, para melhorar o sabor e a palatabilidade do produto. Esses
acucares podem reduzir a eficacia terapéutica do spray, uma vez que podem
fornecer substratos para o crescimento microbiano, especialmente em infeccdes
das vias respiratorias (SFORCIN, 2011).

Para avaliar a qualidade e a eficacia deste item, propbe-se 0 uso do
refratbmetro, um instrumento amplamente utilizado na industria alimenticia para
medir a concentracdo de aclUcares em solucdes. O aparelho permitira uma
avaliacao precisa da quantidade de acucares presentes na amostra, fornecendo
informacgdes importantes sobre sua composicao e potencial impacto na eficacia

terapéutica.

Além disso, sera investigada sua eficacia em comparacdo com o extrato
puro. Pesquisas sugerem que o extrato puro pode ser mais eficiente devido a sua
concentracdo mais elevada de compostos bioativos, sem a diluicdo causada

pelos acucares adicionados nos sprays (KUMAZAWA, 2004).

1.4. Atividades biolégicas atribuidas a propolis

Pesquisas indicam que a composicdo desse principio ativo pode
apresentar potencial terapéutico contra infec¢cdes bacterianas. Sua propriedade
antimicrobiana € amplamente documentada, com énfase na acdo contra
Staphylococcus aureus (FERNANDES JUNIOR, 2006) e Streptococcus
pyogenes (BOSIO, 2000).

As bactérias selecionadas para o estudo sdo valiosas em pesquisas
microbiolégicas patogénicas devido a sua rapida proliferacdo e diferentes
espectros de resisténcia a agentes quimicos, sendo consideradas modelos no
estudo de resisténcia bacteriana. No entanto, € crucial observar que as analises
sobre esse tema estdo em curso, e a aplicacdo clinica deste produto no
tratamento de infeccOes respiratdrias causadas por Streptococcus Pyogenes

pode variar.



Staphylococcus aureus, uma bactéria gram-positiva presente na pele e
mucosas humanas e animais, pode causar desde infec¢cfes cutaneas leves até
complicacbes graves como pneumonia e endocardite. Algumas cepas
desenvolveram resisténcia a antibioticos, tornando o tratamento mais desafiador.
A producéo de toxinas, como a sindrome do choque toxico, aumenta a gravidade

das infeccdes, inclusive em ambientes hospitalares (REHM, 2011).

Em contrapartida, a Streptococcus pyogenes, pertencente ao grupo A, é
uma bactéria gram-positiva que forma cadeias longas. Causadora comum de
faringite estreptocécica, pode levar a infeccdes mais severas, como celulite e
fasciite necrosante. Infecgbes nado tratadas podem resultar em complicacdes
como febre reumaética e glomerulonefrite, afetando 6érgdos como coracéao e rins.
Ela também é capaz de produzir toxinas, como a pirogénica estreptocdcica, o que

contribui para os sintomas, incluindo os respiratérios (LAMAGNI, 2008).

Sob tal prospectiva, as infec¢des das vias aéreas superiores (IVAS) sédo
as doencas mais prevalentes em seres humanos, afetando a populacdo adulta
com 2 a 5 episddios anuais, e criancas com 7 a 10 episodios por ano. Essas
infeccbes sdo frequentes motivos de consulta aos profissionais de saude,
apresentando elevadas taxas de incidéncia e transmissao (VASCONCELOS,
2019).

Embora haja um reconhecido acervo nacional e internacional sobre as
propriedades medicinais da propolis comercial, e apesar de ser aceita por
entidades regulatérias como um produto com finalidade terapéutica, ainda é
necessario identificar parametros que possam ser medidos para comprovar a sua
atividade farmacolégica. Além disso, sao imprescindiveis pesquisas que
estabelecam a relacdo entrea composicdo quimica e a atividade bioldgica,
permitindo assim a correlacdo entre o tipo da resina e sua aplicacdo na area da

salde.

Dado que diversos fatores podem influenciar na composicédo quimica, a
obtencdo desses parametros e correlacdes apresenta-se como um desafio
significativo (PINTO, 2001).

1.5. Objetivos

Avaliar a eficacia do extrato de propolis verde contra cepas bacterianas

causadoras de infec¢des respiratorias e, adicionalmente, medir o grau Brix nos sprays



a fim de investigar o impacto da concentracdo de acucares em sua eficacia

terapéutica.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1. Medicédo do Grau Brix
Para a medicéo do grau Brix nos sprays, foi utilizada a técnica do refratdmetro,
um instrumento 6ptico empregado para determinar a concentracdo de acucares em
solugbes aquosas. A metodologia consistiu inicialmente na calibragcdo do aparelho,
seguindo as especificagdes do fabricante. Em seguida, uma pequena quantidade de
cada amostra de spray foi cuidadosamente aplicada no prisma do refratdmetro,

seguida pela realizacéo da leitura.

Antes da realizacdo das medicdes, todas as amostras foram devidamente
homogeneizadas para garantir uma distribuicdo uniforme dos componentes. Cada
medicdo foi repetida dez vezes, a fim de garantir a precisdo e consisténcia dos
resultados obtidos. Posteriormente, os valores de grau Brix foram registrados para

cada amostra, refletindo a porcentagem de acucares presentes na solucao.

ApoOs a coleta dos dados, foram conduzidos calculos estatisticos para analisar
os resultados, incluindo a determinacao das médias, desvios padréo e variancias para

cada tipo de prépolis.

2.2. Andlise
Na metodologia dos testes de sensibilidade antimicrobiana, realizamos dois
experimentos distintos para avaliar a eficacia dos extratos de prépolis. No primeiro
teste, inoculamos uma quantidade intensa de cepas bacterianas em placas de Agar
Cromogénico, simulando condi¢cfes de alta densidade bacteriana. No segundo teste,
utilizamos uma quantidade moderada de bactérias, visando representar condi¢cdes

mais proximas da infecgéo real.

Apés a inoculacao, aplicamos discos de papel de filtro impregnados com cinco
subtipos de extrato sobre as placas. Trés placas de cultura contendo Agar

Cromogénico foram destinadas ao crescimento bacteriano, sendo que em cada uma



delas foi inserida uma cultura pura das cepas bacterianas Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes e Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase (KPC).
Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a uma temperatura de 25°C por

um periodo de 24 horas.

Para cada teste, repetimos o procedimento experimental com os cinco subtipos
de extrato - verde, amarelo, preto, marrom e vermelho - saturando os discos de papel

de filtro e colocando-0s sobre as placas de cultura previamente inoculadas.

2.3. Spray de proépolis
Para a producédo do spray, utilizou-se prépolis verde, vermelha, preta e
amarela — todos com 30% de concentracdo- extrato de menta, alcool de cereais
(C,Hc0) 92,8% e 4gua deionizada, produzida no laboratdério.

Na etapa de preparacédo da solucao de base, foram medidos 250 mL de agua
destilada com uma proveta e colocadas em um béquer de 500 mL. Em seguida,
adicionou-se 10 ml de alcool de cereais a agua destilada e misturou-se bem utilizando
um bastéao de vidro.

Na sequéncia, foram medidos 10 mL do extrato verde, 10 mL do vermelho,
10 mL do preto e 10 mL do amarelo utilizando pipetas graduadas. Os quatro extratos
foram adicionados a solucéo de base no béquer e misturados bem apés cada adicao.
Por fim, foram medidos 10 ml de extrato de menta e adicionadas a solucao,

completando a composicgéao final do spray.

2.4. Resultados
2.4.1 Medicao do Grau Brix

Os resultados da medicdo do grau Brix dos sprays apresentaram variacdes

significativas entre as diferentes formulacgdes testadas, conforme na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da Medicao do Grau Brix dos Sprays de Propolis



Média Desvio Variancia
Amostral (X) Padrao (o) (0?)

Mel, mental, malva 35,19 3,3080 10,9432
e gengibre

Propolis Verde e 40,94 2,4084 5,8004
menta

Mel, menta, malva 44,92 1,0086 1,0173
e roma

Extrato Verde Puro 315 4,9209 24,2152

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Em comparagdo com o grau Brix geralmente encontrado em farmécias, os
resultados obtidos estdo dentro de uma faixa semelhante, indicando uma consisténcia
razoavel com os produtos comerciais disponiveis. No entanto, é importante ressaltar
que o grau Brix ndo € o unico indicador de qualidade e eficacia, e outros fatores, como

a concentracdo de compostos ativos, também devem ser considerados.

No entanto, esses valores indicam que o grau Brix esta relativamente alto,
especialmente para as formulagdes que contém mel e outros aditivos. A elevada
concentracdo de acucares pode comprometer a eficacia terapéutica do produto, uma
vez que podem alimentar as bactérias e, assim, reduzir o efeito antimicrobiano do

produto.

Comparando com o extrato verde puro, que apresentou um grau Brix de 31,5,
observa-se que a auséncia de agucares adicionais resulta em uma op¢ao mais eficaz
em termos de concentragdo de compostos ativos. Isso sugere que a formulacdo pode

ser mais benéfica para manter as propriedades terapéuticas do produto.

2.4.2 Anélise



Os resultados dos halos de inibicdo indicam que a eficacia antimicrobiana dos

diferentes extratos varia conforme a bactéria testada (Figuras 1 e 2).

Fonte: Elaborado pelas autoras.

Figuras 1 e 2. Resultados do Antibiograma (S. aureus, KPC e Str. Pyogenes,

respectivamente)

Para avaliar a eficacia antimicrobiana dos diferentes subtipos, foi calculada a

média das duplicatas dos halos de inibicdo observados em ambos os testes (Tabela

2)
Tabela 2. Resultados dos Halos de Inibicdo Antimicrobiana
Bactéria Prépolis Prépolis Prépolis Prépolis Prépolis
Verde Vermelho Preto Marrom Amarelo
Staphylococcus aureus 12 mm 10,5 mm 12 mm 3,5mm 4,5 mm
Streptococcus pyogenes 16 mm 4 mm 4 mm 0 mm 11,5 mm
Klebsiella Pneumoniae 9 mm 8,5 mm 10 mm 0 mm 5 mm

Carbapenemase (KPC)

Fonte: Elaborado pelas autoras.



Os resultados indicaram que o verde foi o0 mais eficaz entre os extratos
testados, uma descoberta que j& era esperada devido a sua rica composicdo de
compostos bioativos conhecidos por suas propriedades antimicrobianas,
especialmente contra esse género de bactérias respiratorias. A alta eficacia da verde
e preta contra Staphylococcus aureus e KPC pode ser atribuida a esses compostos.
No entanto, a falta de inibigéo pela marrom e a variabilidade do amarelo sugerem que
a composi¢do quimica especifica desses extratos influencia significativamente sua
atividade antimicrobiana.

Os resultados mostraram que a bactéria Streptococcus pyogenes foi a que mais
obteve resultados significativos, especialmente em resposta ao extrato verde. Esse
dado se assemelha aguele encontrado pela pesquisa realizada por Bosio K, et al.
(2000) que também manifestou acdo antibacteriana em amostras de Streptococcus
pyogenes, sendo esta acdo diretamente proporcional & concentracdo e a quantidade
do extrato de propolis utilizado.

Além disso, o estudo de Pinto MS, et al. (2001) encontrou raios de halos de
inibicdo do crescimento do Staphylococcus aureus com tamanhos variando entre 9,33
e 10,58 mm. Essas dimensdes se assemelham aquelas encontradas pela pesquisa
relatada neste presente artigo.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel determinar a porcentagem de
reducdo populacional em cada microrganismo em relacéo a um controle, definido por
uma area de 20 mm. Com base nos valores de reducdo, adotamos a medida de 20
mm como padréo para calcular a inibicdo das bactérias.

Analisamos os resultados das medicdes da area total de inibicdo, que
corresponde a area total de inibicdo menos a area ocupada pelo disco embebido na
solucédo do extrato. Se o extrato for bactericida, € observado um halo de inibicao,
indicando a area na qual ndo houve proliferacdo de micro-organismos, ou seja, a area

de inibicdo. Esse calculo nos fornece o valor que representa a relacéo da aliquota.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nas andlises realizadas, é possivel tirar algumas conclusdes e
perspectivas importantes. Inicialmente, os resultados obtidos, mostraram que os
extratos, especialmente o verde, possui significativa atividade antimicrobiana contra
estirpes bacterianas resistentes, incluindo Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes e Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase (KPC), oferecendo uma
alternativa segura e econdmica aos antibiéticos tradicionais. Além disso, os valores
de grau Brix dos extratos mostraram consisténcia com o0s produtos comerciais,
embora a auséncia de acucares adicionais nas formulacdes tenha se mostrado mais
benéfica, uma vez que altos niveis de aclUcar podem comprometer a eficacia
terapéutica ao alimentar as bactérias. A variacdo na eficacia entre os diferentes
subtipos da resina sugere que a composicdo quimica especifica € um fator
determinante na sua atividade antimicrobiana. Além disso, sdo necessarias mais
andlises para estabelecer parametros claros que comprovem a atividade
farmacoldgica da propolis, bem como explorar a eficacia de outros subtipos e suas
composicdes quimicas. A formulacdo do nosso proprio spray em laboratorio também
abre novas perspectivas para a personalizagdo e melhoria dos produtos. Recomenda-
se que futuras pesquisas se concentrem na otimizacédo dos métodos de formulacédo e
producao, garantindo que a concentracdo dos compostos bioativos, como flavonoides
e acidos fendlicos, seja maximizada, enquanto impurezas e acucares adicionais sejam
minimizados. Além disso, explorar a combinacdo do spray com outros agentes
antimicrobianos naturais ou sintéticos pode revelar sinergias que aumentem a eficacia
terapéutica. Em suma, a continuidade dos estudos sobre o0s extratos e o
desenvolvimento de produtos derivados tém o potencial de revolucionar o tratamento
de infec¢des bacterianas e promover uma abordagem mais sustentavel e eficaz na

medicina.

Evaluation of the antimicrobial efficacy of green propolis extract on bacteria

that cause respiratory infections

Abstract: This research explores the effectiveness of propolis as a natural
antimicrobial alternative. Due to its complex chemical composition, it is less likely to

lead to the development of resistant strains, offering a safer and more economical



option. Five subtypes of this resin (green, yellow, black, brown and red) were evaluated
against resistant bacterial strains: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes
and Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase (KPC). Two tests were carried out: one
with high bacterial density and the other with moderate density, simulating realistic
infection conditions. Paper discs impregnated with the extracts were applied to the
plates and, after 24 hours, some of them showed a halo of growth inhibition.
Additionally, a refractometer was used to measure the concentration of sugars in
sprays based on this active ingredient, evaluating its impact on therapeutic efficacy.
Based on the best results, a spray was developed in the laboratory, without added

sugars.

Keywords: Propolis. Bacterial resistance. Natural antimicrobials.
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