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RESUMO

A acne € amais comum das doencas crénicas do foliculo polissebaceo da pele humana, levando
ao aparecimento de lesdes polimorfas. Dentre os fatores desencadeantes, além do fator genético,
o fator hormonal contribui para que ocorra a hipersecrecdo sebacea que leva a obstrucdo do
foliculo piloso e consequente proliferacdo de microrganismos, representados principalmente
pelo Propionibacterium acnes, 0 que o torna um importante alvo terapéutico. A prépolis
vermelha possui atividade antimicrobiana evidente contra as bactérias gram-positivas.
Obijetiva-se neste trabalho, avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da propolis vermelha em
forma de extrato etandlico frente ao Propionibacterium acnes, com determinagdo das
concentragdes inibitdrias minimas (MICso e MICg). Trata-se de um estudo quantitativo,
descritivo e experimental, a ser realizado no laboratdrio de Controle de Qualidade da Farmacia
Escola do Centro Universitario Catélica de Quixada, no periodo de novembro a dezembro de
2017. Sera selecionada a cepa de Propionibacterium acnes ATCC®1969. Partindo-se da
concentracdo de 64% de extrato etanodlico de prdpolis vermelha, sera realizada uma
macrodiluicdo até a concentracdo de 0,03%, com posterior inoculacdo da bactéria, respeitando-
se os periodos de incubacdo. Os tubos serdo vedados com vaselina liquida estéril e 0s ensaios
serdo realizados em duplicata. As MICs serdo determinadas mediante leitura visual dos tubos,
considerando como a menor concentragdo de extrato de propolis vermelha onde ndo se
visualizar crescimento microbiano. Para controle de qualidade serd usado resazurina. Espera-
se conhecer a acdo da propolis vermelha em forma de extrato etandlico frente ao
Propionibacterium acnes, tendo em vista que este patdgeno apresenta caracteristicas de
suscetibilidade.
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INTRODUCAO

A acne € a mais comum das doencas cronicas do foliculo polissebaceo da pele humana,
levando ao aparecimento de varios tipos de lesdes. Dentre os fatores desencadeantes, além do
fator genético, o fator hormonal contribui para que ocorra a hipersecrecdo sebacea que leva a
obstrucdo do foliculo piloso e consequente proliferacdo de microrganismos, representados
principalmente pelo Propionibacterium acnes (GOMES; DAMAZIO, 2009, p. 40;
ZAENGLEIN; THIBOUTOT, 2015, p. 545).

O Propionibacterium acnes € uma bactéria gram-positiva, anaerobia, que faz parte da
microbiota normal residente na pele. Os niveis de Propionibacterium acnes alcancam valores
maximos ao final da adolescéncia e inicio da idade adulta e estdo presentes, principalmente, em
regibes do corpo ricas em glandulas sebaceas, como a face e o couro cabeludo. O
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Propionibacterium acnes pode atuar na fisiopatologia da acne liberando enzimas que
contribuem com a ruptura da parede folicular e também estimulando a resposta inflamatéria
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014, p. 340-343).

O uso de produtos naturais em dermatologia esta se tornando cada vez mais comum.
Substancias como a propolis, coletada por abelhas, tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores em decorréncia de suas inimeras propriedades terapéuticas, como: cicatrizantes,
antimicrobianas, anestésicas, anti-inflamatorias, antioxidantes e anticancerigenas (JARDIM,;
OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2014).

A prépolis vermelha possui atividade antimicrobiana evidente contra bactérias gram-
positivas, sua principal forma de utilizacdo é como extrato alcodlico, sendo largamente utilizada
para fins terapéuticos e farmacol6gicos em humanos. A acdo antibacteriana da propolis
vermelha esté diretamente relacionada a sua composi¢éo quimica, com destaque aos compostos
fenolicos. Estes compostos apresentam mecanismos bacteriostaticos, e em altas concentracdes
bactericidas, podendo haver uma variabilidade de interacGes decorrentes da sensibilidade de
cada grupo de bactéria (SOUZA, 2009; CARVALHO; BALTAZAR; AGUIAR, 2015; SILVA
et al., 2015).

Frente a essa realidade, surgem os questionamentos: A propolis vermelha na forma de
extrato etandlico possui atividade antibacteriana contra o Propionibacterium acnes? Qual
concentracdo de propolis vermelha em forma de extrato etandlico apresenta melhor atividade
antibacteriana? A busca por produtos de fontes naturais com atividades antibacterianas é
constante, tendo em vista que geralmente apresentam menores chances de causar efeitos
adversos e/ou induzir resisténcia bacteriana. Diante disso, estudar a atividade de compostos
naturais com acao antimicrobiana, como a propolis vermelha, ganha cada vez mais importancia.

Objetiva-se neste trabalho, avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da prépolis
vermelha em forma de extrato etandlico frente ao Propionibacterium acnes, com determinacgéo
das concentragdes inibitorias minimas (MICso € MICago).

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo quantitativo, descritivo e de carater experimental, que sera
realizado no laboratério de Controle de Qualidade da Farméacia Escola do Centro Universitario
Catolica de Quixada, no periodo de novembro a dezembro de 2017. De acordo com as
Condicdes do laboratdrio e viabilidade da cepa e do extrato de Propolis vermelha.

A significancia estatistica dos dados sera estipulada em 5% (p< 0,05). Para analise dos
dados sera utilizado o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 22.0
para Windows.

Na primeira etapa, sera selecionada a cepa de Propionibacterium acnes ATCC®1969
que sera ativada diretamente em caldo de tioglicolato sem indicador semeado 20uL desta
suspensdo em placas com meio de cultura Reinforced Clostridial Médium e/ou Reinforced
Clostridial Agar (Himedia) e incubadas 48 horas a 37° C em anaerobiose que serd gerada
utilizando-se geradores Anaerogen® (Oxoid) em jarras de acrilico.

Para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC), realizada através da
técnica de macrodiluicdo, conforme padronizado pelo Clinical Laboratory and Standards
Institute (CLSI), documento M11-A8.

Para o extrato etanolico sera preparada uma série com 12 tubos de ensaio contendo 3mL
do caldo de tioglicolato em uma estante de ensaio. Em seguida, sera distribuido 3mL da solucao
de extrato etandlico a 64% no primeiro tubo, obtendo-se a concentracdo de 32% a partir dessa
concentracdo serdo feitas as diluigdes seriadas a razdo 2 dos tubos 2 a 12, obtendo-se as
concentracdes de 64% a 0,03%.
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Em seguida, sera adicionado a cada tubo 50uL do indculo (=750.000 UFC/mL). O
indculo bacteriano sera preparado a partir da suspensdo de células de crescimento recente (24
horas) em caldo tioglicolato sem indicador, sendo a densidade ética acertada até turbidez
correspondente a com turbidez equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland (=1,5 x 108
UFC/mL), leitura em espectrofotdmetro 625nm, absorbancia entre 0,08 e 0,1. Serdo
adicionadas 3 gotas de vaselina liquida estéril em cada tubo com o objetivo de vedar os tubos,
uma vez que a bactéria possui caracteristicas anaerdbias. Os ensaios serdo realizados em
duplicata e incubados a 37°C durante 48 horas.

Ap0s o tempo de incubacao sera realizada leitura visual, pela auséncia ou presenca de
crescimento de Propionibacterium acnes através de formagdo de col6nias. Serdo aceitos
intervalos de MICs de + 01 diluicdo por todas MICs, de modo a permitir critérios interpretativos
entre as MICs de Propolis Vermelha e de antimicrobianos Benzilpenicilina e Vancomicina,
estabelecidos pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
documento 5.16b. Intervalos de * 2 dilui¢des entre o primeiro e o0 segundo lotes de testes seréo
descartados e repetidos.

A execucao de testes de sensibilidade e os procedimentos serdo realizados em duplicata,
sendo 05 isolados processados a cada lote de testes, somando ao todo 50 testes aplicados. A
Concentracdo Inibitdria Minima (MIC) sera considerada como a menor concentracdo de extrato
de propolis vermelha onde néo se visualizar crescimento microbiano.

Ap0s a incubacéo e leitura da MIC serdo adicionados 50uL de resazurina (0,01%) e
incubado novamente por 2 horas. Em seguida, sera realizada uma nova leitura. A resazurina é
um indicador de éxido reducdo, utilizado para revelar alteracdo de pH no meio determinado
pelo crescimento bacteriano.

Os tubos que adquirirem uma coloracdo rosada indicam a reacdo quimica de
oxidoreducdo da resazurina em resorfurina, sendo interpretada como presenca de células
viaveis, enquanto que nas cavidades onde ndo ha mudanca na coloracdo do corante, interpreta-
se como auséncia de células viaveis, indicando inibicdo do crescimento celular pelo extrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Propionibacterium acnes desempenha papel dominante na segmentacdo dos
queratinécitos e glandulas sebaceas do foliculo pilossebaceo, contribuindo para o
desenvolvimento de hiperseborreia e no desenvolvimento de comeddes. A melhor compreensao
do papel do Propionibacterium acnes abre novas perspectivas para o desenvolvimento de novos
tratamentos (BEYLOT et al., 2013).

A acne ndo esta relacionada diretamente com a efetividade da limpeza da pele. A lesao
se desenvolve no interior dos foliculos sebéaceos. Desta forma, a acne é tratada em um primeiro
momento com aplicacdo de agentes de acdo topica e antibidticos. Eritromicina e clindamicina
sdo usadas no tratamento (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014, p. 343).

A propolis tem sido amplamente utilizada na medicina popular devido aos seus
componentes quimicos especiais, farmacologia forte, propriedades e baixa toxicidade. Este
amplo espectro de efeitos terapéuticos torna a propolis um potente candidato a varios cenarios
clinicos (TORETI et al., 2013).

E uma substancia resinosa resultado da coleta de diferentes exsudatos vegetais,
coletados por abelhas, Gtil na manutencéo e seguranca da colmeia. Esse produto tem despertado
0 interesse de muitos pesquisadores em decorréncia de suas inumeras propriedades terapéuticas,
dentre elas: cicatrizante, antimicrobiana, anestésica, anti-inflamatdria, antioxidante e
anticancerigena (JARDIM; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2014).

A propolis vermelha apresenta agéo antibacteriana mais evidente contra Gram-positivas
0 que estd diretamente relacionado a sua composi¢do quimica, com destaque aos acidos
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fenolicos e flavonoides. A resisténcia apresentada pelas bactérias Gram-negativas
possivelmente estd ligada a composicdo de suas membranas plasmaticas, com uma maior
quantidade de lipidios e a presenca de lipopolissacarideo na parede celular, fator este
determinante na patogénese, toxicidade e ainda capacidade antigénica desses microrganismos.
Existe a possibilidade de os compostos fendlicos ativarem ou aumentarem a atividade da
lisozima serica, a qual desestabiliza a parede celular bacteriana, podendo haver uma
variabilidade destas acGes decorrente da sensibilidade de cada grupo de bactéria (SILVA et al.,
2015).

De acordo com o estudo de Barbosa et al., (2014) a tintura de propolis apresentou
atividade antibacteriana contra o Propionibacterium acnes, acdo estd em concentracdo
inibitéria minima de 0,625%. Por apresentar atividade cicatrizante tem-se na propolis um outro
ponto a ser explorado para o tratamento da acne. Torna-se necessario a elaboragdo de
formulacBes cosméticas menos agressivas que proporcionem a eficacia dos farmacos que sédo
geralmente utilizados para acne.

CONCLUSAO

Este trabalho fornecera evidéncias in vitro de modo a fundamentar o manejo clinico e
real eficicia terapéutica da propolis vermelha no tratamento da acnhe, o que auxilia no
desenvolvimento de formulagfes cosméticas acessiveis com melhor adesdo pelos pacientes. A
utilizacdo de produtos naturais com acdo antimicrobiana é uma alternativa consideravel frente
ao uso de antibidticos sintéticos com maiores riscos de induzir resisténcia microbiana e ainda
de desenvolver reacdes adversas, ainda nessa perspectiva 0 uso de outros farmacos como a
isotretinoina representa uma terapia complicada, o que envolve todo o contexto de vida do
paciente, necessitando de maiores cuidados. Portanto, € necessario a complementacdo dos
resultados com os ensaios citados que estdo em andamento.
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