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RESUMO

As resinas de geoprópolis são produzidas por abelhas sem ferrão (Meliponinae),

desenvolvidas a partir da coleta de materiais resinosos, ceras e exsudatos, da flora

da região onde estas abelhas estão presentes, além da adição de argila ou terra em

sua composição. Várias atividades biológicas são atribuídas aos Extratos Etanol de

Geoprópolis (EEGP). As propriedades bioativas estão associadas à composição

química complexa que estas possuem. Este trabalho apresenta duas abordagens: 1.

Revisão bibliográfica sobre as Propriedades Antibacterianas e Antioxidantes de

Extratos de Geoprópolis de Abelhas Sem Ferrão (Meliponinae) ocorrentes no

território brasileiro e 2. Avaliação das atividades biológicas do EEGP, como uma

alternativa terapêutica natural para o enfrentamento de infecções causadas por

cepas resistentes de Staphylococcus aureus. Em relação a primeira abordagem o

estudo revelou que a busca pelos produtos naturais (EEGP), sua composição

química e potencial bioativo aumentou substancialmente nos últimos anos e que a

geoprópolis produzidas no Brasil possuem uma elevada variabilidade de

constituintes químicos em sua composição, em consequência da diversidade vegetal

encontrada no território brasileiro. Já em relação à segunda abordagem, os testes

demonstraram que o EEGP apresenta atividade antibacteriana e bacteriostática nos

isolados de S. aureus testados. Adicionalmente, foi observado inibição do biofilme

destes patógenos com valor médio superior a 65% na concentração mais alta e

potencial antioxidante (CI50) de 11,05 ± 1,55 µg/mL. Os teste de citotoxicidade

frente células HaCat, revelaram que o EEGP apresentou viabilidade celular nas três

concentrações testadas (550 µg/mL: 81,68 ± 3,79%; 1100 µg/mL: 67,10 ± 3,76 %;

2200 µg/mL: 67,40 ± 1,86%). Diante do exposto, o uso seguro do EEGP proveniente

do Nordeste brasileiro, pôde ser comprovado pelo teste de citotoxicidade e sua

utilização como agente antioxidante e antibacteriano mostrou-se eficaz, sendo este

uma alternativa viável no combate ao estresse oxidativo e na disseminação e

evolução contínua da resistência em S. aureus.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrão; Produtos Naturais; Bactéria Patogênica;

Biofilme; Radicais livres.



ABSTRACT

Geopropolis resins are produced by iron-free bees (Meliponinae), developed from

the collection of resinous materials, waxes and exudates, from the flora of the

region where these bees are present, in addition to the addition of clay or earth in

their composition. Several biological activities are attributed to Geopropolis Ethanol

Extracts (EEGP). The bioactive properties are associated with a complex chemical

composition they have. This work presents two approaches: 1. Bibliographical

review on the Antibacterial and Antioxidant Properties of Geopropolis Extracts from

Stingless Bees (Meliponinae) occurring in the Brazilian territory and 2. Evaluation

of the biological activities of the EEGP, as a natural therapeutic alternative for

coping with occurred caused by resistant strains of Staphylococcus aures.

Regarding the first approach, the study revealed that the search for natural

products (EEGP), their chemical composition and bioactive potential has increased

in recent years and that geopropolis produced in Brazil has a high variability of

chemical constituents in its composition, as a result of the diversity plant found in

Brazilian territory. Regarding the second approach, the tests demonstrated that the

EEGP presents antibacterial and bacteriostatic activity in the S. aureus isolates

tested. In addition, the biofilm of these pathogens was observed with an average

value greater than 65% at the highest concentration and antioxidant potential

(IC50) of 11.05 ± 1.55 µg/mL. Cytotoxicity tests against HaCat cells revealed that

the EEGP showed cell viability in the three tested concentrations (550 µg/mL:

81.68 ± 3.79%; 1100 µg/mL: 67.10 ± 3.76%; 2200 µg /mL: 67.40 ± 1.86%). In view

of the above, the safe use of EEGP from the Brazilian Northeast could be

confirmed by the cytotoxicity test, and its use as an antioxidant and antibacterial

agent proved to be effective, which is a viable alternative in combating oxidative

stress and in the dissemination and evolution continuously of resistance in S.

aureus.

Keywords: Stingless bees; Natural products; Pathogenic Bacteria; Biofilm; Free

Radicals.
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1 INTRODUÇÃO

A manipulação dos produtos naturais tem contribuído com o desenvolvimento

de diversas drogas ao longo dos anos até os dias atuais, as quais são utilizadas

como alternativa aos tratamentos existentes ou de forma complementar, à medida

em que as enfermidades acometem a sociedade (Lima, 2015; Morguette, Silva e

Bertão, 2022).

O potencial bioativo que esses compostos apresentam tem sido objeto

frequente de pesquisas, a fim de comprovar e validar sua utilização de forma segura.

Os resultados dos avanços observados na medicina moderna evidenciaram que

cerca de 66,7% das substâncias avaliadas como agentes terapêuticos são oriundas

ou influenciadas por produtos naturais (Newman e Cragg, 2020).

Sendo assim, os produtos derivados dos meliponíneos têm sido amplamente

utilizados pela sociedade, como agente terapêutico contra diversas patologias.

Dentre esses, a resina de geoprópolis vem sendo ressaltada pelas propriedades

farmacológicas que possuem (Sharma et al., 2023). As resinas de geoprópolis são

produzidas pelas Meliponinae (abelhas sem ferrão), desenvolvidas a partir de

plantas originárias da região geográfica em que suas colméias são encontradas.

Dentre seus constituintes estão os materiais resinosos, cera e exsudatos, além da

inclusão de barro ou terra. Estas resinas são produzidas com objetivo de proteger as

colméias de microrganismos, de agentes físicos e químicos (Salatino et al., 2019).

A literatura relata que resinas de geoprópolis possuem diversas atividades

biológicas, tais como: antioxidante (Kalia et al., 2017), antimicrobiana (Constantin et

al., 2022), anti-inflamatória (Franchin et al., 2013), antitumoral (Cunha, 2017), dentre

outras. Baseado nessas evidências, os extratos provenientes da geoprópolis, se

tornaram grande objeto de estudo da comunidade científica. Entretanto, é

necessário aprofundar os conhecimentos no que diz respeito aos componentes de

interesse presentes nestes extratos para que haja uma melhor compreensão da

bioatividade que a própolis apresenta (Sforcin et al., 2017).

As propriedades bioativas estão associadas à composição química complexa

que estas amostras possuem, atribuídas principalmente às espécies das abelhas e à

região em que os meliponíneos estão inseridos. Além disso, o clima, tipo de solo e

extrato e a vegetação local, são fatores importantes para a elaboração de amostras
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com características físico-químicas inéditas (Salatino et al., 2005; Rubinho et al.,

2005).

O gênero Staphylococcus corresponde a cocos Gram-positivos, que

constituem arranjos semelhantes a "cachos de uva"; são anaeróbios facultativos e

suscetíveis a enzima lisostafina. A espécie S. aureus é classificada como simbionte

comensal e patógeno oportunista. Esse microrganismo possui a capacidade de

invadir os tecidos do hospedeiro, causando bacteremia, endocardite, septicemia e

síndrome do choque tóxico (Taylor e Unakal, 2022).

Staphylococcus aureus é caracterizado como um problema de saúde pública

mundial, com altas taxas de morbimortalidade associadas. Esta bactéria pode

apresentar vários fatores de virulência, que contribuem para sua capacidade de

produzir doenças e aumentar a resistência aos antimicrobianos de referência. Os

principais fatores de virulência associados ao esta espécie, são: cápsula,

leucocidinas, proteína A, peptidoglicano, hemolisinas, adesinas, enzimas, ácidos

teicóicos e toxinas extracelulares (Koneman et al., 2001; Guembe et al., 2018).

Um fator de virulência observado neste patógeno corresponde a sua

capacidade para formar biofilmes. Os biofilmes podem ser definidos como um

aglomerado microbiano cercado por uma matriz polimérica autoproduzida que é

anexada a superfícies bióticas ou abióticas, permitindo ao micróbio a vantagem da

resistência a diferentes produtos químicos, como detergentes e antibióticos. Assim,

a matriz densa, juntamente com a camada externa de células, fornece um escudo

para o ambiente interno das células. Em alguns casos, os biofilmes podem aumentar

várias vezes a resistência microbiana, dificultando assim o tratamento das infecções

(Parastan et al., 2020).

Os biofilmes de S. aureus são compostos majoritariamente de Polímero de

Poli-N-acetil Glicosamina (PNAG) (Zapotoczna et al., 2016). Sua formação está

associada a infecções crônicas e recorrentes devido a sua resistência à terapia com

antibióticos. Seu processo de inibição pode ocorrer de duas formas: através da

inibição do crescimento bacteriano, pelo uso de compostos bactericidas ou

bacteriostáticos ou pela inibição da adesão bacteriana e, consequentemente,

formação de biofilme (Trentin et al., 2013).

Assim sendo, esta pesquisa busca avaliar a composição química e as

atividades biológicas do geoprópolis da M. scutellaris (abelha uruçu) em isolados de

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/microbial-communities
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S. aureus formadores de biofilme com o intuito de contribuir com uma alternativa

terapêutica natural para o enfrentamento de infecções causadas por este patógeno.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade antioxidante, antimicrobiano, anti-biofilme e de

citotoxicidade do Extrato Etanólico de Geoprópolis (EEGP) em isolados de

Staphylococcus aureus.

2.2 ESPECÍFICOS

● Realizar uma revisão bibliográfica sobre as “Propriedades Antibacterianas e

Antioxidantes de Extratos de Geoprópolis de Abelhas sem ferrão

(Meliponinae) ocorrentes no território brasileiro;

● Avaliar a atividade antioxidante das amostras do EEGP;

● Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração

Bactericida Mínima (CBM) do EEGP em cepas de S. aureus formadoras de

biofilme;

● Avaliar a atividade anti-biofilme do EEGP em cepas de S. aureus;

● Investigar a citotoxicidade do EEGP frente células HaCat.

`
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3 REFERENCIAL TEÓRICO

3.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DA SUBTRIBO Meliponinae (ABELHAS SEM

FERRÃO)

As abelhas são caracterizadas como importantes polinizadores, responsáveis

pela manutenção do fluxo gênico entre as espécies de plantas nativas e cultivadas

nos ecossistemas ao redor do mundo (Oliveira e Richers, 2019). Foram identificadas

mais de 20 mil espécies de abelhas e cerca de 3% ocorrem no Brasil (Michener,

2007; Gomes, 2021), sendo apenas 2% sociais, representando as abelhas que

formam colônias que apresentam uma divisão de tarefas bem definidas e

produtoras de mel. O gênero Apis é o mais conhecido e distribuído no território

brasileiro. Este gênero surgiu na África após a separação do continente americano.

Individuos deste gênero migraram para a Europa e Ásia, originando as espécies A.

mellifera, A. andreniformis, A. cerana, A. dorsata, A. florea, A. laboriosa, A.

korchevniskov, A. nigrocincta e A. muluensis (Embrapa, 2003; Bomfim, Oliveira e

Freitas, 2017).

As abelhas sem ferrão ou meliponíneos são pertencentes à subtribo

Meliponinae, apresentam tamanho variado de pequeno a médio e estão agrupadas

na família Apidae. São denominadas de “sem ferrão”, por possuírem o ferrão

atrofiado, perdendo assim a capacidade de ferroar, sendo identificadas também

como “abelhas nativas” ou “abelhas indígenas”, cultivadas ao longo dos séculos

pelos indígenas, os quais foram responsáveis pelas suas denominações científicas

utilizando a origem linguística o tupi (Rodrigues, 2005).

A distribuição geográfica dos meliponíneos é observada em regiões tropicais

e subtropicais do globo, sendo predominantes na extensão Latino-Americano,

apesar de existirem algumas ocorrências em regiões temperadas (Costa, 2022). No

Brasil, são encontradas cerca de 400 espécies de abelhas, distribuídas em mais de

27 gêneros (Tabela 1). Em função da criação racional, mantendo o manejo

adequado, as abelhas adquirem maior destaque nas regiões Norte e Nordeste

(Sousa et al., 2019).

Os meliponíneos apresentam comportamento eussocial, organizam-se em

colônias permanentes e numerosas, que podem variar de poucas dúzias a 100.000
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ou mais operárias (Pereira, 2022). A casta operária é geralmente estéril e é

responsável pela manutenção e proteção da colônia, alimentação das crias e da

rainha e da busca por alimento. O papel do zangão consiste em copular com as

rainhas jovens e, em algumas espécies, produzir cera ou desidratar o néctar

(Peruzzolo, 2021).

Os hábitos de nidificação são variados e a arquitetura complexa das colméias

auxiliam na identificação da espécie. Estas, são constituídas de cera, barro e

geoprópolis, o que contribui para impermeabilização do ninho, protegendo-o contra

agentes físicos, químicos, microrganismos e predadores (Anjos e Ramos, 2019).

A criação de abelhas da tribo Meliponini, a meliponicultura, é uma atividade

que, se feita com manejo adequado pode ser considerada sustentável e é um

costume tradicional dos povos indígenas, que levou os Meliponini a serem

conhecidos como abelhas indígenas sem-ferrão ( Pinto et al., 2013).

Tabela 1. Espécies de abelha sem ferrão (Meliponinae) comumente encontradas no Brasil.

Nome Científico Nome Popular Distribuição Geográfica
no Brasil

Frieseomelitta varia
(Lepeletier, 1836)

Marmelada, Moça branca BA, MG e SP

Lestrimelitta limao limão, Iratim BA, MG e SP

Melipona asilvai (Moure, 1971) Munduri, Rajada AL, BA, CE, PB, PE, PI,
RN e SE

Melipona bicolor bicolor
(Lepeletier, 1836)

Guaraipo, Guarupu BA, ES, MG, PR,
RJ, RS, SC e SP

Melipona compressipes
manaosensis

Jupará AC, AM, AP, PA, RO,
RR e TO

Melipona fasciculata (Smith,
1854)

Tiúba MA e PI

Melipona mandacaia (Smith
1863)

Mandaçaia AL, BA, CE, PB, PE e
SE

Melipona marginata
(Lepeletier, 1836)

Manduri, Guaraipo BA, ES, MG, RJ, SP,
PR, SC e RS

Melipona quadrifasciata
anthidioides (Lepeletier, 1836)

Mandaçaia PE, BA, ES, GO, MS,
MG, RJ, SP

Melipona quadrifasciata
quadrifasciata (Lepeletier,

Mandaçaia PR, RS, SC e SP
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1836)

Melipona quinquefasciata
(Lepeletier, 1836)

Mandaçaia-do-chão,
Uruçu-do chão

CE, GO, MG, MS, MT,
PR, RO, RS e SP

Melipona rufiventris
(Lepeletier, 1836)

Uruçu amarela, Tujuba BA, ES, GO, MG, PR,
RJ, SC e SP

Melipona scutellaris (Latreille
1811)

Uruçu verdadeira AL, BA, CE, PB, PE,
RN e SE

Melipona seminigra merrillae
(Cockerell, 1919)

Jandaíra alaranjada AM e PA

Melipona subnitida (Ducke,
1910)

Jandaíra AL, BA, CE, MA, PB,
PE, PI, RN e SE

Nannotrigonna testaceicornis
(Lepeletier, 1836)

Iraí, Mombuca, Mosquito BA, ES, GO, MG, RJ e
SP

Oxytrigona tataira tataíra
(Smith, 1863)

Caga-fogo BA, ES, MG, PR, SC e
SP

Plebeia remota (Holmberg,
1903)

Mirim guaçu MG, PR e SP

Tetragonisca angustula
(Latreille, 1811)

Jataí, Jati AM, AP, BA, CE, ES,
GO, MA, MG, MT, PA,
PB, RJ, RO, RS, SC e

SP

Trigona spinipes (Fabricius,
1793)

Irapuá, Arapuá BA, CE, GO, MG, MS,
PB, PE, RJ, RS, SC e

SP

Fonte: : Adaptado de Camargo et al., 2012; Silva et al., 2012; Jaffé et al., 2015.

3.1.1 Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Abelha Uruçu)

A M. scutellaris é amplamente conhecida como “abelha uruçu” ou “uruçu

verdadeira”, palavra que vem do tupi "eiru'su", que na língua indígena significa

"abelha grande” (Figura 1). As colônias dessa espécie são constituídas de 300 a 600

indivíduos aproximadamente, pesando em média, 0,07600g e medindo 10,4mm

(Lindauer et al., 1960; Nogueira-Neto, 1970; Kerr et al., 1996; Aquino et al., 2006).
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Figura 1. Ilustração da Abelha Uruçu (M. scutellaris).

Fonte: Adaptado ICMBio, 2021.

É caracterizada como uma das espécies mais remanejadas por sua alta

capacidade de se adaptar aos diversos ambientes, expostas inclusive a regiões que

não fazem parte de sua área de ocorrência natural, mantendo, ainda nesse caso, o

bom desenvolvimento das colméias (Villas-Bôas, 2012).

Essas abelhas são comumente encontradas em todas as regiões tropicais do

planeta, apresentando cerca de 300 espécies. Aproximadamente 50 espécies da

tribo Meliponinae habitam exclusivamente as Américas e sua ocorrência é comum

em toda a região nordeste do Brasil, inclusive no bioma Caatinga, onde possuem

hábitos de nidificação distintos, polinizando espécies vegetais como imburana,

umbuzeiro e faveleira (Braghini, 2021).

A abelha uruçu, apresenta interações sociais complexas e um sistema

cooperativo em que a divisão de trabalho e as castas são bem definidas. Além disso,

os ninhos estão localizados em cavidades e constituem um agrupamento de favos

horizontais e potes elipsoidais para armazenamento de mel e pólen (Destro e Silva,

2019).

Figura 2. Incidência da abelha uruçu (M. scutellaris) no território brasileiro.
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Fonte: Adaptado ICMBio, 2021.

3.2 CARACTERÍSTICAS GERAIS DO GEOPRÓPOLIS

O termo geoprópolis é amplamente utilizado para diferenciar as própolis

produzidas por abelhas sem ferrão, daquelas que são oriundas de outras espécies.

A geoprópolis tem como principal característica a inclusão de terra ou barro na sua

composição (Souza, et al. 2015). Embora não seja o principal constituinte, a

presença de terra é característica diferencial desse produto (Sforcin et al., 2017).

As resinas de própolis são elaboradas pelas abelhas sem ferrão e são

caracterizadas como produto oriundo de substâncias resinosas, gomosas e

balsâmicas, colhidas de brotos, de flores e de exsudatos de plantas nativas ou

cultivadas, nas quais as abelhas acrescentam secreções salivares, cera e pólen

para a elaboração final do produto (Cunha et al., 2019). A Figura 3 corresponde a

uma ilustração da resina de geoprópolis da abelha uruçu.

Figura 3. Resina de geoprópolis da abelha uruçu (M. scutellaris)
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Fonte: Autor, 2023.

A própolis é utilizada pelas abelhas para proteção, reparo de frestas, danos

nas colônias, na construção de locais assépticos para postura da abelha rainha e na

mumificação dos insetos invasores (Freitas et al. 2021). A geoprópolis é

caracterizada, por fragmentos rígidos, de tamanhos variados e com grânulos de

consistência heterogênea; apresenta uma coloração marrom escura, sabor amargo

e sem cheiro (Brito, 2020). A origem botânica da geoprópolis está relacionada a sua

constituição química e fatores, como a sazonalidade e espécies das abelhas geram

transformações em sua composição (Cardinault et al., 2012; Nunes et al., 2012).

3.2.1 Composição Química da Geoprópolis

A composição química da geoprópolis é determinada principalmente pelas

características fitogeográficas existentes ao redor da colméia, vegetação da região,

reservas de pólen e mel. Em função da composição química diferenciada, existe

também uma variação na sua atividade farmacológica (Silva et al., 2021).

As geoprópolis produzidas no Brasil possuem uma grande variabilidade de

constituintes químicos em sua composição, em consequência da diversidade vegetal

encontrada no território brasileiro (Castro et al., 2007). É comumente considerada

uma fonte promissora de compostos bioativos, pois suas amostras apresentam na

composição, substâncias do grupo dos ácidos fenólicos e terpenos, incluindo

monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos (Popova et al., 2007; Sung

et al., 2017).
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Um estudo utilizando amostras de geoprópolis produzidas por diferentes

espécies de meliponíneos em distintas regiões do Brasil, evidenciou composição

complexa e heterogeneidade de padrões químicos. O ácido gálico foi o principal

constituinte presente em algumas amostras e outras tiveram como compostos

majoritários os diterpenos e triterpenos (Velikova et al., 2000).

Segundo Popova et al. (2007), benzofenonas foram isoladas de cinco tipos

diferentes de própolis de abelhas sem ferrão na Venezuela. Velikova et al (2000), por

outro lado, analisaram vinte e uma amostras de própolis de doze espécies diferentes

de Meliponinae por Cromatografia Gasosa Associada a Espectrômetro de Massa

(CG-EM) e agrupam vários tipos químicos de geoprópolis de acordo com o

composto majoritário: ácido gálico, diterpenóides e triterpenóides.

Araújo et al. (2015) citam em seu trabalho que a composição da geoprópolis

pode variar dependendo da flora e do local onde a amostra é coletada. Neste

mesmo ano, Maranhão (2015), verificou que na composição da geoprópolis

produzida por M. fasciculata existiam substâncias como carboidratos e seus

derivados, triterpenos, ácido anacárdico, alquil resorcinóis e álcoois de açúcar.

A composição química este composto é bem variada e a literatura demonstra

essa diversidade relacionado a diferentes fatores, como pode ser constatado na

pesquisa realizada por Segundo Filho et al. (2017), onde a geoprópolis produzida

pela abelha jandaíra apresenta uma composição complexa, constituída por resina

vegetal, óleos essenciais, pólen, cera, açúcares e terra e/ou barro, a qual associa-se

a numerosas atividades farmacológicas.

3.2.2 Atividades Biológicas

As resinas de geoprópolis possuem um grande potencial terapêutico e são

utilizadas na medicina popular desde a antiguidade como agente antiinflamatório,

antimicrobiano, antitumoral e antioxidante ( Preeti et al., 2016; Pereira et al., 2021).

No entanto, o método utilizado para o preparo dos extratos pode interferir em suas

atividades bioativas, pois estudos indicam que diferentes solventes são capazes de

extrair compostos químicos distintos que conferem as propriedades biológicas da

resina (Cunha et al., 2004; Marques, Sousa e Brandão, 2021). Dentre os solventes

existentes,o mais utilizado é o etanol (Sanches, 2022).
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Vários estudos demonstram que a amplitude das atividades farmacológicas

da própolis é maior em regiões tropicais do planeta e menor nas regiões

temperadas, refletindo a diversidade vegetal destas regiões e, consequentemente,

sua composição química e atividades biológicas (Bankova, 2005).

3.2.2.1 Atividade Antibacteriana

A investigação de produtos naturais com atividade antibacteriana tem atraído

o interesse de muitos pesquisadores, estimulados pelo aumento da resistência

bacteriana às drogas antimicrobianas tradicionais (Morguette, Silva e Bertão, 2022).

O potencial que os extratos de geoprópolis possuem, ao inibir o crescimento

de microrganismos, é a atividade biológica mais conhecida e investigada

cientificamente (Dos Santos et al., 2017; Guedes, 2018; Surek et al., 2021). Os

resultados da atividade antibacteriana, expressa uma semelhança entre o potencial

da própolis de abelhas melíferas, sendo mais ativa contra microrganismos

gram-negativos do que gram-positivos, atribuindo aos ácidos diterpênicos a

bioatividade das amostras (Popova et al., 2007).

Estudos avaliando o potencial dos extratos produzidos pela abelha uruçu (M.

scutellaris), apresentaram resultados positivos contra todos os microrganismos

testados. Nas análises de Fernandes et al. (2001) foi detectada uma atividade contra

S. aureus, Enterococcus sp. e Escherichia coli., com concentrações de inibição

maiores que 90%. Já em amostras com diferentes frações foi observada uma

eficiência contra S. aureus e E. coli (Camilo, 2008). Lima (2015), por outro lado,

identificou o efeito bactericida em cepas de Clostridium e Salmonella sp., e

bacteriostático em coliformes totais, E. coli e S. aureus.

De acordo com um estudo estatístico de Popova et al. (2004), a geoprópolis

de meliponíneos brasileiros, apresentou menor atividade antibacteriana contra S.

aureus quando comparada a própolis de abelhas melíferas brasileiras e européias.

Já o trabalho de Silva, Caldas e Mendes (2017) avaliaram uma amostra de M.

fasciculata e verificaram boa atividade bacteriana contra isolados de S. aureus e E.

coli. Similarmente aos resultados de Sousa et al. (2015), os quais testaram amostras

de geoprópolis da abelha jandaíra (M. quadrisfaciata) contra as espécies de S.

aureus, E. coli, Enterobacter aerogenes e Salmonella typhimurium.
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3.2.2.2 Atividade Antioxidante

Compostos antioxidantes podem ser classificados como qualquer substância

que, em baixa concentração quando comparados a substrato oxidável, retarda ou

inibe a oxidação desse substrato de maneira eficaz (Rodrigues et al., 2020). Em

função da produção contínua de radicais livres nos processos metabólicos, alguns

mecanismos de defesa antioxidante foram desenvolvidos para impedir danos e

limitar os níveis intracelulares de oxidantes (Prevedello e Comachio, 2021).

Diversos compostos e alguns metais pertencem ao grupo dos antioxidantes,

que é dividido em dois principais grupos: os agentes redutores (betacaroteno e

vitaminas C e E) e nucleofílicos (glutationa, selênio e ácido lipóico). Além disso,

também podem ser classificados em enzimáticos e não-enzimáticos (Barbosa et al.,

2010).

Estudos relatam que as resinas de geoprópolis possuem atividade

antioxidante comprovada e alguns compostos foram identificados como agentes

responsáveis pela ação antioxidante de amostras provenientes de diferentes

origens. As estruturas isoladas, foram identificadas em análises por meio de

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e compostos como: ácido caféico,

ácido ρ-cumárico, ácido dimetoxicinâmico, quercetina, apigenina, kaempferol foram

encontrados (Kumazawa et al., 2004).

A geoprópolis possui em sua composição, uma série de polifenóis e outros

compostos com a capacidade de retirar os radicais livres em excesso no organismo.

Silva et al (2016) evidenciaram resultados que indicam que cinco amostras de

geoprópolis apresentaram excelentes atividades antioxidantes, acima de 90% e

constataram correlação positiva entre atividade antioxidante e as variáveis fenóis

totais e flavonoides totais, ou seja, a medida que aumentaram os teores nas

amostras, houve o aumento percentual da atividade antioxidante. Resultados

similares foram relatados por Da Silva et al (2013), os quais afirmaram que a

atividade antioxidante está diretamente correlacionada aos teores de fenóis e

flavonoides totais. Moreno et al (2000) em seus ensaios, demonstraram que o

sequestro de radicais livres gerados por neutrófilos, seria um dos mecanismos de

reação antioxidante da geoprópolis, o que resultaria em uma atividade final

antiinflamatória.
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3.3 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

3.3.1 Características Gerais de Staphylococcus aureus

O gênero Staphylococcus é classificado como cocos Gram-positivos que

formam arranjos semelhantes a "cachos de uva", são catalase positiva e anaeróbios

facultativos. S. aureus é o patógeno humano mais importante do gênero, composto

de 33 espécies, das quais 17 podem ser isoladas de amostras biológicas humanas

(Cheunge, Bae e Otto, 2021).

Estão amplamente distribuídos na natureza e fazem parte do microbioma da

pele e mucosa de grande parte dos mamíferos. É caracterizado como simbionte

comensal; é um patógeno oportunista, causador de quadros de infecção quando

existe comprometimento do sistema imune (Senn et al., 2016).

Esta espécie apresenta vários fatores de virulência responsáveis pela

capacidade que possui de produzir doenças. No entanto, essas atribuições não são

obrigatórias em todas as cepas de S. aureus. Os principais fatores de virulência

são: cápsula, peptidoglicano, ácidos teicóicos, proteína A, adesinas, hemolisinas,

enzimas, toxinas extracelulares e leucocidinas (Koneman et al., 2001).

É um dos patógenos mais resistentes não formadoras de esporos,

sobrevivendo longos períodos em objetos inanimados e em dispositivos médicos

(Teixeira, 2020). S. aureus vem adquirindo grande poder de resistência ao longo da

história aos antibióticos, incluindo as penicilinas, que já tiveram expressivo impacto

na terapia de infecção estafilocócicas, como a meticilina (S.aureus MRSA -

Staphylococcus aureus resistente à meticilina) (BRASIL, 1998).

Uma vez que S. aureus invade tecidos do hospedeiro, pode gerar doenças

agudas e crônicas: lesões superficiais como furúnculo e foliculite, sistêmicas como

endocardite, pneumonia, bacteremia, abscesso pulmonar e osteomielite, além das

toxinas estafilocócicas que são agentes associados à intoxicação de origem

alimentar, uma das principais causas de Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA),

além de necrose epidérmica tóxica (síndrome estafilocócica da pele escaldada) e

síndrome do choque tóxico (Rifai et al., 1989; Ostro et al., 2002).
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3.3.2 Características de Resistência à Antibacterianos
A resistência bacteriana expressa um problema de saúde pública mundial

gerando preocupação de órgãos governamentais nacionais e internacionais como a

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), a Organização Mundial de

Saúde (OMS) e associações de controladores de infecções hospitalares, além da

indústria farmacêutica (Becker et al., 2006). Bactérias resistentes a múltiplas drogas,

foram caracterizadas como uma das principais ameaças à saúde humana. No Brasil,

a resistência do S. aureus aos antibióticos de referência, clindamicina e a oxacilina

atingiu 57,4% e 48,9% (Furtado et al., 2019).

Cepas bacterianas podem adquirir resistência a um determinado antibiótico

sem a necessidade de contato prévio com a droga, por meio dos mecanismos de

resistência. Diversos mecanismos de resistência já foram identificados. Na

resistência intrínseca algumas bactérias possuem em seu DNA genes que codificam

resistência a determinado antibiótico, podendo ser inativo, ativo ou induzido por

exposição a alguma droga específica. Mutações gênicas espontâneas, induzidas ou

recombinações podem resultar na expressão e multiplicação de um gene resistente

(Teixeira, Figueiredo e França, 2019).

A resistência aos antimicrobianos está associada a altas taxas de mortalidade

e representa altos custos em saúde. Staphylococcus aureus é um exemplo, uma vez

que é resistente à maioria dos antibióticos de referência existentes no mercado,

dificultando o controle das infecções e aumentando a virulência das cepas (Loureiro

et al., 2016).

Outro mecanismo que as bactérias apresentam é sua capacidade de aderir a

dispositivos médicos implantados, a tecidos e superfícies. Essas bactérias são

envolvidas em uma matriz de polissacarídeos e proteínas, conhecida como biofilme.

A formação de biofilme é importante porque este modo de crescimento está

associado com infecções crônicas e subsequentes, devido a sua resistência a

quimioterapia antibiótica (Otto, 2018).

3.3.3 Características Gerais dos Biofilmes

Os biofilmes são definidos como células microbianas sésseis que se

organizam em comunidades embebidas por matrizes de substâncias poliméricas

extracelulares capazes de se desenvolverem em superfícies bióticas e abióticas,
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onde utilizam todos os nutrientes disponíveis no meio. São encontrados agregados,

em camadas únicas ou em disposição tridimensional (Raval et al., 2019).

A formação dessa comunidade microbiana se inicia pela adesão celular a

uma superfície. Posteriormente, ocorre proliferação e multiplicação, até formar uma

comunidade em um estágio irreversível (Trentin et al., 2013). A figura 4 demonstra

os diferentes estágios para formação do biofilme.

Figura 4. Diferentes estágios para formação do biofilme bacteriano.

Fonte: Noronha, 2017.

As características estruturais, capacidade de coesão, morfologia e fisiologia

do biofilme são determinadas pela matriz de substâncias extracelulares poliméricas.

Os exopolissacarídeos atuam na aderência e defesa das células, proporcionando

resistência às condições adversas, como a diminuição de água e nutrientes e

presença de antimicrobianos (Flemming et al., 2016). A estrutura das células sésseis

apresenta viscoelasticidade e hidratação e o grau de elasticidade está relacionado à

interação entre matriz e/ou proteínas e a superfície onde o biofilme será formado

(Maillard et al., 2019).

As bactérias sésseis formadoras do biofilme maduro passam a expressar

sequências gênicas extremamente diferentes daquelas encontradas nas bactérias

planctônicas, ocasionando mudanças fenotípicas que podem explicar alguns

mecanismos de resistência a defesas do hospedeiro, antimicrobianos e agentes

físico-químicos (Otto, 2018). Dessa forma, as células organizadas em biofilme

passam a apresentar vantagens em relação às células em seu estado planctônico
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por terem maiores condições de sobrevivência e menores chances de erradicação

(Macedo et al., 2009; Vidal, 2020).

O sistema imune do hospedeiro é capaz de neutralizar células persistentes na

forma planctônica, mas devido a proteção conferida pela arquitetura do biofilme,

após a pausa do tratamento com antimicrobianos, as células persistentes retomam

seu crescimento no biofilme, causando recaídas de infecção (Madigan et al., 2016).

Visando expandir ainda mais as informações relacionadas a esta temática, a

presente dissertação realizou um estudo de revisão bibliográfica sobre a composição

química e as atividades antioxidante e antibacteriana de extratos de geoprópolis

oriundos de espécies de abelhas sem ferrão ocorrentes no território brasileiro e um

estudo experimental que avaliou a atividade antioxidante, antibacteriana,

anti-formação de biofilme e de citotoxicidade do extrato etanólico de geoprópolis de

M. scutellaris. Estes estudos podem ser vistos no tópico de resultados e discussão

em formato de artigos científicos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados estão apresentados na forma de dois artigos científicos: 1.

Artigo de revisão (submetido) e 2. Artigo experimental (a ser submetido).

4.1 ARTIGO 1

Propriedades Antibacterianas e Antioxidantes de Extratos de Geoprópolis de
Abelhas sem Ferrão (Meliponinae) Ocorrentes em Território Brasileiro

Maria Gabriella da Silva Albuquerque Borges*¹, Gabriel da Silva Ferreira¹, Elaine Costa

Almeida Barbosa3, Aleson Pereira da Silva2,3, Anna Catharina Lisboa de Almeida3, Luanna

de Oliveira e Lima4, Danielle da Nóbrega Alves⁵, Felipe Queiroga Sarmento Guerra4, Daniela

Bomfim de Barros3, Maria Betânia Melo de Oliveira1.

¹Departamento de Bioquímica , Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil;
2Departamento de Patologia e Fisiologia, Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, Brasil;
3Centro Universitário Maurício de Nassau, João Pessoa, Brazil;
4Departamento de Ciências Farmaêuticas, Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, Brasil.

⁵Departamento de Odontologia Clínica e Social, Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa,

Brasil;

Abstract
Geopropolis resins are produced by stingless bees (Meliponinae) from a variety of

compounds found in plants. The resins present unique physicochemical

characteristics, and study of their therapeutic properties and potential

pharmacological applications is ongoing. This study focuses on exploring the

biological properties, antioxidant and antibacterial associated with geopropolis resin

extracts produced in Brazil. Searches were performed in the electronic databases:

Lilacs, Medline, PubMed, Scielo and Science Direct. Fifteen (15) experimental

studies were selected as compatible with the objective of this systematic review. Data

were extracted from qualified studies that included year of publication, locale where

the geopropolis sample was collected and type of extract. The articles were

separated according to the biological properties tested. In the selected studies,

phenolic compounds were reported as the constituent with the greatest

predominance. Using the DPPH methodology, antioxidant activity when expressed as



29

IC50 yielded a mean value of 6.94 μg/mL. Antibacterial properties against various

microorganisms such as: Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Salmonella sp., Staphylococcus

aureus and Streptococcus pyogenes were evaluated. The Minimum Inhibitory

Concentration (MIC) values of the geopropolis extracts varied between 15,6 μg/mL

and 25000 μg/mL. The mechanism of action of biological activities is associated with

phenolic and flavonoid compounds, present in the chemical composition of

geopropolis samples from the Brazilian territory, which constitute unique

characteristics of its composition, due to the diversity of plant species present in the

region.

Keywords: Stingless bees; Biological Activity; Geopropolis; Antibacterial;

Antioxidant.

Introdução
As abelhas sem ferrão (Meliponinae) desempenham um papel fundamental

na polinização e na agricultura e possuem mais de 600 espécies em regiões

tropicais e subtropicais do globo, polinizando 40-90% das espécies nativas e

cultivadas (Sousa et al., 2019). A literatura científica mostra que o Brasil concentra o

maior número de meliponíneos do planeta, principalmente nas regiões Norte e

Nordeste do país (Silva et al., 2021). Dentre seus produtos derivados, destaca-se a

resina de geoprópolis, comumente utilizada pelas abelhas para revestir o interior das

colmeias e protegê-las de microrganismos invasores e inimigos naturais (Salatino;

Pereira; Salatino, 2019; Sharma et al., 2023). Essa resina é produzida a partir de

uma variedade de compostos encontrados nas plantas, como exsudatos resinosos e

cera com adição de lama, o que lhes confere características físico-químicas únicas

(Thamnopoulos; Michililids, 2018; Lavinas et al., 2019).

Recentemente, devido às suas propriedades terapêuticas e potenciais

aplicações farmacológicas, houve um aumento acentuado na pesquisa da resina de

geoprópolis (Sousa et al., 2019). Várias propriedades biológicas são mencionadas

na literatura, tais como: antioxidante (Kasote et al., 2019), antibacteriana (Guedes et

al., 2018), antifúngica (Constantin et al., 2022), antiviral (Silva, 2019),

imunomoduladora (Honório, 2022) e atividade antitumoral (Pereira, 2022). Essas

atividades biológicas estão relacionadas às espécies de abelhas e à flora das
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regiões geográficas em que estão inseridas, que conferem composições químicas

diferenciadas. Testes realizados com amostras de diferentes países revelam que

fatores como vegetação, clima e tipo de extrato podem modular a constituição

química, tornando importante analisar amostras de diferentes regiões (Rubinho et

al., 2019; Torres et al., 2018) . Ao avaliar amostras de espécies de abelhas

brasileiras, observa-se que a constituição química desses extratos de geoprópolis

apresenta: triterpenos, flavonóides, flavonas, ácido gálico, ácido p-cumárico,

compostos fenólicos, benzofenonas, quercetinas, entre outros (Santos et al., 2017;

Ferreira et al., 2019; Turco et al., 2020; Salatino et al., 2021).

A resina de geoprópolis produzida por abelhas sem ferrão tem sido pouco

estudada e os escassos dados sobre o assunto desconhecem seus efeitos e

aplicações biológicas (Sanches; Pereira; Ferrão, 2017). Portanto, este estudo busca

destacar as propriedades biológicas da resina de geoprópolis produzida no Brasil,

incluindo sua atividade antioxidante e antibacteriana, para combater a resistência

bacteriana e disseminar o conhecimento científico sobre este importante produto

natural.

Materiais e Métodos
Pesquisa Bibliográfica

As buscas dos artigos foram realizadas em cinco bases de dados eletrônicas:

Lilacs, Medline, PubMed, Scielo e Science Direct. A seleção do material por critérios

de inclusão e exclusão foi realizada em artigos publicados entre os anos de

2018-2022, escritos em inglês, espanhol e português, utilizando “and” e “or” como

operadores booleanos e as seguintes palavras-chave: “geoprópolis”, “abelhas sem

ferrão”, “abelhas sem ferrão brasileiras”, “atividade biológica”, “antibacteriana” e

“antioxidante”.

Critérios de Seleção do Estudo
Selecionados inicialmente pelo título e leitura do resumo, foram encontrados

72 artigos. Destes, foram descartados os que se repetiam e os que não se

adequavam ao trabalho a ser desenvolvido, conforme as palavras-chave descritas.

15 estudos experimentais foram selecionados; considerado compatível com o

objetivo desta revisão.
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Extração de dados
Os dados foram extraídos de estudos que apresentaram análises de

atividades antioxidantes e/ou antibacterianas; incluindo ano de publicação, local

onde foi coletada a amostra de geoprópolis, espécie de abelha e tipo de extrato. Os

artigos foram separados de acordo com as propriedades biológicas avaliadas. Os

resultados foram extraídos independentemente de cada estudo e a inconsistência

nos dados foi corrigida pela verificação dupla dos artigos.

Resultados
Este trabalho corresponde a um estudo de revisão que avalia as atividades

biológicas (antioxidante e antibacteriana) de resinas de geoprópolis produzidas por

abelhas da subfamília Meliponinae (Apidae) no Brasil. Na literatura são descritas

cerca de 400 espécies de abelhas e 27 gêneros encontrados neste território (Sousa

et al., 2019). No entanto, esta revisão refere-se às espécies de abelhas sem ferrão

comumente manejadas e mais comuns no país, a saber: Frieseomelitta longipes

(Souza et al., 2018), M. fasciculata (Barboza et al., 2020), M. mandacaia (Silva et al.,

2020), M. quadrifasciata (Torres et al., 2018; Cunha et al., 2019; Rubinho et al.,

2019; Sousa et al., 2019; Surek et al., 2021 ; Gabriel et al., 2022; Sanches, 2022), M.

scutellaris, M. subnidita (Fontoura et al., 2019), Partamona cupira (Batista et al.,

2020), Pebleia remota e Scaptotrigona bipunctata (Surek et al., 2021), veja a figura

1.
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Figura 1. Ilustração da espécie de abelha sem ferrão (Meliponinae) mais comum no Brasil.

Observe diferenças morfológicas principalmente no tamanho das abelhas, coloração do

dorso e anatomia do tórax e abdômen. Fonte: Adaptado ICMBio, 2021.

Essas abelhas são classificadas como nativas sem ferrão, pois possuem o

ferrão atrofiado; elas são fáceis de manusear e exigem pouco investimento para

serem criadas. Sua distribuição no território brasileiro pode ser vista na Figura 2. De

modo geral, é possível observar que a região Nordeste apresenta a maior

diversidade, com seis espécies encontradas (F. longipes, M. fasciculata, M. mançaia,

M. quadrisfaciata , M. scutellaris e M. subnidita) ao contrário das outras regiões do

país que apresentam a menor diversidade (três espécies). Há relatos de espécies de

abelhas sem ferrão em todos os estados da federação, exceto Acre e Rondônia. As

espécies M. quadrifasciata e M. fascilulata são as espécies que predominam no

território brasileiro, enquanto M. scutellaris e M. subnitida apresentam distribuição

mais restrita (Figura 2).

Figura 2. Mapa do Brasil mostrando a distribuição das espécies de abelhas sem ferrão
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(Meliponinae) mais comuns no território brasileiro. Legenda: Espécies de abelhas sem ferrão

relatadas no Brasil. Fonte: Autor.

As resinas são feitas de uma mistura de cera e terra, além de outros materiais

como flores, folhas e sementes de plantas provenientes da localização geográfica

em que as colmeias estão localizadas (Sousa et al., 2019). São poucos os estudos

que apresentam dados atualizados sobre a composição química dos extratos de

geoprópolis no Brasil. A Tabela 1 apresenta as principais informações relacionadas a

esses extratos. A composição fitoquímica inclui frequentemente: flavonoides

(Barboza et al., 2020), chalconas (Fontoura et al., 2019; Batista et al., 2020),

triterpenos (Sanches, 2022; Hochheim et al., 2020), cumarinas (Cunha et al., 2019;

Rubinho et al., 2019) e compostos fenólicos, sendo este último o constituinte

predominante (Sousa et al., 2019; Ferreira et al., 2020; Silva et al., 2020; Sanches,

2022). No entanto, sua composição varia dependendo do local e das espécies

investigadas. Barboza et al., (2020), por exemplo, demonstraram alto teor de

flavonoides em amostras de resina de geoprópolis da abelha uruçu (M. fasciculata).

Em extratos etanólicos de jandaíra (M. subnidita) e cupira (P. cupira), por exemplo,

estudos apontam predominância de chalconas (Fontoura, et al., 2019; Batista et al.,

2020) e quercetinas em mandaçaia (M . quadrifasciata), como se pode verificar nos

estudos de Sousa et al., (2019) e Torres et al., (2018). Outros estudos como os

desenvolvidos por Cunha et al. (2019) e Rubinho et al. (2019) identificaram a

cumarina como o principal constituinte das amostras testadas de M. quadrisfaciata.

Em amostras de Extrato Etanólico de Geoprópolis (EEGP) de abelhas mandaçaia

(M. mandaçaia e M. quadrifasciata), os compostos fenólicos foram os constituintes

químicos majoritários (Silva et al., 2020; Ferreira et al., 2020; Gabriel et al. ., 2022).

O mesmo foi detectado em resinas de geoprópolis de marmelada (F. longipes)

(Souza et al., 2018) e mosquito abelha (P. remote) (Surek et al., 2022). Esses dados

confirmam a diversidade da constituição química encontrada nessas resinas e

reforçam a necessidade de caracterização e correlação dos dados encontrados com

os fatores fitogeográficos.

Tabela 1. Principais compostos químicos detectados em extratos de geoprópolis brasileira.
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Espécies das
Abelhas

Local de Coleta
Compostos
Majoritários

Referências

Frieseomelitta longipes Pará Compostos Fenólicos

(Benzofenonas)

Souza et al., 2018.

Melipona

fasciculata Smith

Maranhão Flavonóides Barboza et al., 2020

Melipona mandacaia Pernambuco Compostos Fenólicos Silva et al., 2020

Melipona

quadrifasciata

São Paulo; Santa

Catarina; Paraná

Minas Gerais

São Paulo; Santa

Catarina

Paraíba

Compostos Fenólicos

Cumarinas

Triterpenos

Flavonóides

(Quercetina)

Gabriel et al., 2022;

Surek et al., 2021 e

Ferreira et al., 2020

Rubinho et al., 2019

Sanches, 2022;

Hochheim et al., 2020

Sousa et al, 2019 e

Torres et al., 2018

Melipona subnidita Rio Grande do Norte Flavonóides

(Chalconas)

Fontoura et al., 2019

Melipona scutellaris Bahia Cumarinas Cunha et al., 2019.

Partamona cupira Rio Grande do Norte Flavonódes

(Chalconas)

Batista et al, 2020

Plebeia remota Paraná Compostos Fenólicos

(ácido ρ-cumárico)

Surek et al., 2021

A composição química de um composto é determinante para sua utilização

em atividades biológicas (Silva et al., 2020). Com relação à atividade antioxidante,

observam-se os valores da Concentração Inibitória (CI50), ou seja, a concentração

necessária para sequestrar 50% dos radicais livres. Estudos recentes demonstram

que os extratos etanólicos têm uma capacidade protetora ligeiramente maior do que

as frações fenólicas, devido à presença de quercetina e flavonóides (Torres et al.,

2018; Barboza et al., 2020). Na pesquisa de Fontoura et al. (2020), por exemplo, os

autores identificaram a presença de chalconas entre os constituintes da amostra de

EEGP, corroborando outros estudos (Batista et al., 2020) que indicam que a

atividade antioxidante está diretamente correlacionada com os altos níveis desses

compostos.

Nos estudos de Souza et al. (2018) e Silva et al. (2020), os autores
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identificaram a atividade antioxidante de amostras de geoprópolis de diferentes

localidades do Brasil. Em seus trabalhos, o bloqueio do β-caroteno foi observado em

taxas de 82% e 78,6%. Utilizando a metodologia DHPP, Gabriel et al. (2022)

avaliaram amostras da região sudeste do Brasil e encontraram atividade

antioxidante nas concentrações de 4,94 e 8,62 μg/mL. Rubinho et al. (2019), Sousa

et al. (2019) e Batista et al. (2020), demonstraram eliminação direta de radicais

livres, em diferentes concentrações, apresentando valores de CI50 de 1650 μM

Trolox/g, 129,58 μM Trolox/g e 1538,2 μg/mL, revelando assim o potencial

antioxidante da geoprópolis.

Em relação à atividade antimicrobiana da geoprópolis, a tabela 2 demonstra

essa ação sobre diferentes microrganismos, tanto gram-positivos quanto

gram-negativos. Os valores de CIM variaram entre 15,6 μg/mL e 25000 μg/mL,

revelando o potencial dos extratos de geoprópolis no combate à resistência

bacteriana. Alguns trabalhos demonstram a atividade antibacteriana desses

extratos. Sanches (2022), por exemplo, identifica essa atividade em amostras de

Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Em outro trabalho realizado por Cunha et

al., (2019), o EEGP testado em cepas de S. aureus resistente à meticilina (MRSA)

apresentou atividade antibacteriana com CIM de 11.000 µg/mL e CBM de 45.000

µg/mL. Além disso, inibiu significativamente a adesão do biofilme (em 95%),

possivelmente por desestabilizar esta estrutura. Torres et al (2018) e Surek et al

(2021) avaliando o Extrato de Geoprópolis (EGP), demonstraram essa atividade em

todos os microrganismos testados, incluindo cepas resistentes aos medicamentos

de referência. Na maioria das vezes, as bactérias gram-negativas eram mais

resistentes. Na pesquisa de Sousa et al (2019) e Schellin et al (2022), os autores

demonstraram que a geoprópolis de M. quadrifasciata apresentou atividade

antibacteriana com 70% de inibição de halos contra S. aureus, respectivamente 27,5

± 3,91 mm e 7mm - 10mm. Valores de CIM de 15,6 µg/mL, 31,25 µg/mL e 250

µg/mL foram relatados, respectivamente, para geoprópolis de M. quadrifasciata em

amostras de B. cereus ATCC 11778 (Souza et al., 2018), Salmonella sp. ATCC 6017

(Rubinho et al., 2019) e Mycoplasma pneumoniae (Hochheim et al., 2020). Os

extratos etanólico e metanólico de geoprópolis, testados por Ferreira et al. (2020),

foram eficazes contra cepas de S. aureus, com CIM de 200 µg/mL. Por fim, o estudo

de Batista et al. (2020), avaliando o Extrato Hidroalcoólico de Geoprópolis (EHGP)

contra Streptococcus pyogenes ATCC 19615, os autores encontraram uma CIM de
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25000 µg/mL, com halos de inibição ≥ 9 mm, confirmando mais uma vez a atividade

antimicrobiana da geoprópolis, independente da espécie de abelha, o que

demonstra um arsenal promissor a ser explorado como alternativa terapêutica no

combate à resistência bacteriana (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antibacteriana detectada em extratos de geoprópolis de

diferentes espécies de abelhas sem ferrão encontradas no Brasil.

Espécies das
Abelhas

Microrganismo Tipo do
Extrato

CIM/Disco
Difusão

Referências

Frieseomelitta

longipes
B. cereus (G+) Etanólico 15.6 µg/mL Souza et al., 2018

M. pneumoniae Hidroalcoólico 250 µg/mL Hochheim et al.,
2020

S. aureus (G+) Metanólico 200 µg/mL
Ferreira et al.,

2020

Salmonella sp.

(G-)
Etanólico 31.25 µg/mL

Rubinho et al.,

2019

Melipona

quadrifasciata

S. aureus (G+)

E. coli (G-)
Etanólico

6 to 9 mm

4 to 7 mm
Sanches, 2022

E. faecalis (G+)

S. aureus (G+)
Etanólico

250 μg/mL

500 μg/mL
Surek et al., 2021

S. aureus (G+) Etanólico 27.5 ± 3.91 mm Sousa et al., 2019

E. faecalis (G+)

S. aureus (G+)

K. pneumoniae

(G-)

E. coli (G-)

Etanólico

8000 µg/mL

6000 µg/mL

6500 µg/mL

10000 µg/mL

Torres et al., 2018

Melipona

scutellaris
S. aureus (G+) Etanólico 11000 µg/mL Cunha et al., 2019

Melipona

scutellaris
S. aureus (G+) Etanólico 11000 µg/mL

Cunha et al.,

2019.

Partamona cupira S. pyogenes (G+) Hidroalcoólico 25000 μg/mL Batista et al, 2020
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Plebeia remota

Scaptotrigona

bipunctata

E. faecalis (G+)

S. aureus (G+)

E. faecalis (G+)

S. aureus (G+)

Etanólico 500 μg/mL

500 μg/mL

1000 μg/mL

1000 μg/mL

Surek et al., 2021

—- S. aureus (G+) Etanólico 7mm to 10mm
Schellin, et al.,

2022

Legenda: “(G+)” = Gram-positivo; “(G-)” = Gram-negativo.

Discussão
A distribuição geográfica dos meliponíneos pode ser observada nas regiões

tropicais e subtropicais do mundo, com maior ocorrência no território

latino-americano. No Brasil, existem aproximadamente 400 espécies de abelhas

sem ferrão, classificadas em 27 gêneros. No entanto, a manutenção das colmeias,

associada ao manejo adequado, determina maior destaque dos meliponíneos na

região Nordeste do Brasil (Sousa et al., 2019; Costa, 2022). Este estudo de revisão

possibilitou identificar as principais espécies encontradas no Brasil e sua distribuição

nas diferentes regiões.

As resinas de geoprópolis são amplamente utilizadas na medicina popular e

ao longo dos anos as pesquisas científicas sobre esse tema se intensificaram com

relatos demonstrando atividades bioativas (antioxidantes e antibacterianas). Os

dados revelam que estes efeitos farmacológicos relacionados com os EGPs e suas

frações estão associados à presença de compostos fenólicos, flavonóides e

derivados, revelando assim uma variação na sua constituição química (Sousa et al.,

201; Gabriel et al., 2022) . A diversidade encontrada nesta constituição química

deve-se geralmente à origem botânica e geográfica, tipo de solo da região e

espécies de abelhas (Sousa et al., 2019; Silva et al., 2020). Rocha (2017)

demonstrou que o espectro polínico é um excelente indicador fitogeográfico,

observando que 5% do peso das resinas de geoprópolis são constituídos por grãos

de pólen, demonstrando a relevância de se conhecer a origem botânica e geográfica

das amostras testadas.

O Brasil se destaca por sua biodiversidade com múltiplas variedades de

espécies de fauna e flora constituindo cinco biomas, sendo que a Caatinga ocorre

exclusivamente no território brasileiro (Silva e Coutinho, 2018). Este bioma

corresponde a 70% da região Nordeste, caracterizado por uma vasta flora apícola, o
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que explica a predominância de espécies de abelhas sem ferrão nesta localidade,

quando comparada com as espécies predominantes em outras regiões do país

(Coelho, 2022). No Brasil, as abelhas são atraídas principalmente pelo clima, com a

presença de chuvas e sua regularidade nos períodos de inverno e pela diversidade

botânica com mais de 3150 espécies (Fernandes e Queiroz, 2018), das quais mais

de 300 são endêmicas (Castanho et al .al., 2020).

O presente estudo revela que embora alguns compostos químicos sejam

predominantes no GPE e seus extratos, sua composição é bastante variada (Sousa

et al., 2019; Silva et al., 2020). Essa diversidade demonstra a necessidade de

caracterização química contínua da geoprópolis, uma vez que esses dados são

essenciais para o entendimento de sua atividade biológica.

Dentre os artigos utilizados nesta revisão, os ensaios de Gabriel et al (2022),

revelaram uma acentuada atividade antioxidante do GPE em amostras da região

sudeste do Brasil. Os valores de atividade antioxidante foram de 4,94 μg/mL nos

ensaios de DPPH do extrato produzido pela espécie M. quadrifasciata, que se

destacou como a concentração mais promissora detectada, dentre as seis espécies

de abelhas sem ferrão avaliadas. Um composto antioxidante é capaz de

desenvolver mecanismos que podem prevenir danos e limitar os níveis

intracelulares de oxidantes, retardando ou inibindo efetivamente a oxidação desse

substrato (Prevedello e Comachio, 2021).

Em relação à resistência bacteriana, é claro que este é um problema

crescente em todo o mundo e que medidas preventivas e de controle devem ser

implementadas rapidamente (Djuikoue et al., 2023). Em 2017, a Organização

Mundial da Saúde (OMS) publicou uma lista de 12 famílias de patógenos

classificados como resistentes a antibióticos. Além disso, este órgão reafirmou que

as bactérias multirresistentes (MDR) são uma ameaça particular nos hospitais,

principalmente para pacientes imunossuprimidos, instigando assim a pesquisa e

desenvolvimento de novos medicamentos, principalmente produtos naturais, dada a

sua importância.

A presente revisão demonstra que vários estudos validam a atividade

antibacteriana do GPE e seus extratos de abelhas sem ferrão que ocorrem no

território brasileiro. Sanches (2022), por exemplo, indica que os GPEs possibilitam

alterações na membrana plasmática de microrganismos, aumentando a

permeabilidade e diminuindo a motilidade. Um dado interessante corresponde às
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divergências CIM encontradas em bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Vários trabalhos (Campos, Assis e Bernardes, 2017; Vasconcelos, Rodrigues e

Busato, 2019) demonstram esses valores e associam essas divergências com a

composição da parede celular que são diferentes nessas classes de bactérias.

Os produtos derivados das abelhas sem ferrão, em especial o GPE, são

amplamente utilizados no Brasil. Os dados apresentados neste trabalho

demonstram o potencial da geoprópolis devido às suas propriedades biológicas

comprovadas. No entanto, o desenvolvimento de novas pesquisas é necessário

para indicar o uso seguro e elucidar os mecanismos de ação em torno de atividades

bioativas comumente associadas.

Conclusão
A busca por produtos naturais, sua composição química e potencial bioativo

tem aumentado substancialmente nos últimos anos. Muitos estudos demonstraram

tas propriedades biológicas de tais compostos. Estes trazem novas perspectivas

para a terapia nas áreas farmacêuticas, como novas fontes de constituintes

cosméticos e também em aplicações na indústria alimentícia. As análises revisadas

expressam a atividade antioxidante e antibacteriana dos extratos de geoprópolis do

território brasileiro, que estão associados a compostos fenólicos, flavonóides e seus

derivados. Este estudo procurou estabelecer o desempenho da geoprópolis em

relação à atividade farmacológica, revelando seu potencial de uso no

desenvolvimento de futuras soluções farmacêuticas inovadoras e revelando o

potencial farmacológico que este país (Brasil) possui.
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4.2 ARTIGO 2

Avaliação da Citotoxicidade e das Atividades: antioxidante, antibacteriana e
anti-biofilme do extrato de geopróprolis frente cepas de Staphylococcus

aureus
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Abstract

Geopropolis resins are produced by stingless bees (Meliponinae), developed from

the collection of resinous materials, waxes and exudates, from the flora of the

region where stingless bees are present, in addition to the addition of clay or earth

in its composition. Several biological activities are attributed to Geopropolis

Ethanol Extracts (EEGP). The bioactive properties are associated with the

complex chemical composition that the samples have. This work aims to evaluate

the biological activities of the EEGP, in order to contribute with a natural

therapeutic alternative, to face infections, mainly those caused by resistant strains

of Staphylococcus aureus. The EEGP MIC tests showed antibacterial activity

against two strains of S. aureus (LPM 63 and LPM 86), both at concentrations of

550 µg/mL. The MBC performed with the inhibition values showed that the EEGP

has bacteriostatic activity in both strains. Biofilm inhibition rates exhibited an

average value greater than 65% at the highest concentration. The EEGP
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antioxidant potential test showed good antioxidant activity (IC50) of 11.05 ± 1.55

µg/mL. In the cytotoxicity test against HaCat cells, after 24 hours, EEGP induced

cell viability at the three tested concentrations (550 µg/mL: 81.68 ± 3.79%; 1100

µg/mL: 67.10 ± 3.76 % ;2200 µg/mL: 67.40 ± 1.86%). In view of the above, the

safe use of EEGP from the brazilian northeast could be proven by the cytotoxicity

test, and its use as an antioxidant and antibacterial agent has proven to be

effective, as an alternative in combating oxidative stress and microorganisms such

as S. aureus, which, through the spread and ongoing evolution of drug resistance,

generates an active search for effective solutions.

Keywords: Stingless bees; Natural products; Pathogenic Bacteria; Biofilm; Free

Radicals.

Introdução
As resinas de geoprópolis são produzidas pelas abelhas sem ferrão

(Meliponinae), com objetivo de proteger as colméias de microrganismos, agentes

físicos e químicos. Estas, são desenvolvidas a partir da coleta de materiais

resinosos, cera e exsudatos, provenientes de plantas da região onde são

encontradas essas abelhas, além da inclusão de barro ou terra na sua composição

(Salatino, Pereira e Salatino, 2019).

As resinas de geoprópolis possuem diversas atividades biológicas, como:

antioxidante (Ferreira et al., 2017), antileishmania (Dutra et al., 2019),

antimicrobiana (Kalia et al., 2017), cicatrizante (de Sousa-Fontoura, et al., 2020),

antitumoral (Pereira et al., 2021), dentre outras. Suas propriedades bioativas, estão

associadas a sua complexa composição química, atribuída principalmente às

espécies das abelhas envolvidas e a região em que os meliponíneos estão

inseridos. Além disso, o clima, o tipo de solo e extrato e a vegetação local, são

fatores importantes para a elaboração de amostras com características

físico-químicas específicas (de Sousa et al., 2018).

Neste sentido, a utilização dos extratos de geoprópolis como agentes

antibacterianos têm se mostrado como uma provável alternativa no combate de

microrganismos resistentes como o Staphylococcus aureus, que por meio da sua

disseminação e evolução contínua da resistência aos medicamentos, representa um

alvo na busca ativa por soluções eficazes (Sforcin et al., 2017; Ferreira et al., 2021).
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O S. aureus é classificado como microrganismo simbionte comensal e

patógeno oportunista, onde cerca de 30% das pessoas saudáveis são colonizadas

de forma assintomática (Ryu et al., 2014). É caracterizado como um problema de

saúde pública mundial, sendo associado a altas taxas de morbimortalidade,

responsável por diversas doenças, que vão desde pequenas lesões cutâneas

superficiais até endocardite, abscesso e sepse (OMS, 2015; Kwok et al., 2018).

Os principais fatores de virulência atribuídos a esta espécie, são: cápsula,

leucocidinas, proteína A, peptidoglicano, hemolisinas, adesinas, enzimas, ácidos

teicóicos, toxinas extracelulares e formação de biofilmes (Guembe et al., 2018;

Singh et al., 2021). Além disso, o S. aureus Resistente à Meticilina (MRSA)

apresenta uma disseminação global, associado a aproximadamente 90% dos casos

de infecções adquiridas em ambiente hospitalar e comunitário (Andrade et al.,

2023).

Assim sendo, esta pesquisa busca avaliar atividades biológicas (antioxidante,

antibacteriana e anti-formação de biofilme) do geoprópolis da Melipona scutellaris

(abelha uruçu) em isolados de S. aureus com o intuito de contribuir com uma

alternativa terapêutica natural para o enfrentamento de infecções causadas por este

patógeno.

Metodologia

Coleta do Material e Preparo do Extrato Etanólico de Geoprópolis
A amostra da resina bruta de geoprópolis proveniente da abelha uruçu (M.

scutellaris), foi coletada no município de Ferreiros, Zona da Mata Norte de

Pernambuco, Brasil (-7,4521668, -35,2909948), inserido no bioma Caatinga. O

extrato etanólico foi obtido por meio da metodologia de Braga et al (2007) com

adaptação, por meio do processo de maceração em álcool etílico 95% GL, (quinze

dias), intercalando com a troca do solvente a cada 5 cinco dias, desprezando a

solução e adicionando o solvente puro (álcool etílico 95% GL). Posteriormente, foi

efetuada a filtração e a concentração do macerado em rota evaporador, a uma

temperatura de aproximadamente 45 °C.

Atividade Antioxidante



49

Determinação da Atividade Sequestradora de Radicais DPPH●

Para realização deste ensaio foi empregado o método de microdiluição de

Garcez e colaboradores (2009) com adaptações. A solução de DPPH• foi preparada

a 0,3 mM (diluída em 100 mL de metanol (MeOH)). Como padrão, utilizou-se o ácido

ascórbico nas concentrações: 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,0; 10,5; 12,0 µg/mL Já o

Extrato Etanólico de Geoprópolis (EEGP) foi utilizado nas concentrações de 2 a

20µg/mL; todos diluídos em MeOH e transferidos para microplaca de poliestireno.

Após essa etapa, foi adicionado o DPPH• (0,3mM). O metanol foi utilizado como

controle negativo e o branco a amostra diluída em metanol. Após a incubação do

DPPH•, a reação ficou em repouso por 30 min em temperatura ambiente e ausência

de luz, seguindo com a leitura da absorbância a 517 nm, em espectrofotômetro

(Leitor de microplacas multidetector Synergy™ HTX - BioTek). Estes procedimentos

possibilitaram a avaliação do decréscimo da concentração do radical DPPH. Todo

procedimento foi realizado em triplicata.

Para o cálculo da % de atividade antioxidante, ou seja, a capacidade de

sequestro do radical DPPH, utilizou-se a seguinte equação:

%𝐴𝐴 =  𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 − (𝐴𝐵𝑆𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝐵𝑆𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜[ ]𝑥100{ }
𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜

Atividade Antibacteriana
Foram utilizadas como cepas teste, um painel de dois isolados de S. aureus

(LPM63 e LPM86) classificadas como fortes produtoras de biofilme. Estes, foram

cedidos pelo Laboratório de Processos Microbianos da Universidade Federal da

Paraíba (UFPB) oriundos de superfícies de contato com alimentos do Hospital

Universitário Lauro Wanderley, João Pessoa, Paraíba, Brasil.

Os isolados foram selecionados em experimentos moleculares prévios, os

quais identificaram a presença de genes relacionados à formação de

biofilmes(Rodrigues et al., 2017).Para a padronização do inóculo, cada cepa foi

cultivada. A leitura da Densidade Óptica (OD) em 600 nm de cada suspensão de

células foi de 0,14 e forneceu contagens viáveis de aproximadamente 1x108 log

UFC/ mL, conforme recomendado por Rodrigues et al., (2017).

Concentração Inibitória Mínima (CIM)

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/viable-cell-count
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As CIMs das substâncias foram determinadas através da técnica de

microdiluição em meio líquido em placa de microdiluição contendo 96 poços.

Inicialmente, foram distribuídos 100 μL de caldo BHI nos poços. Em seguida, 100 μL

das substâncias foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa e, por

meio de uma diluição seriada a uma razão de dois, foram obtidas concentrações de

1100μg/mL a 17,18 μg/mL. Por fim, foi adicionado 10 μL das suspensões das cepas

bacterianas (1 x 10⁷ UFC/mL).

Também foram realizados os controles de viabilidade das cepas, esterilidade

do meio de cultura e diluentes, em paralelo. Todas as placas foram incubadas a 35 ±

2 °C por 24 horas (CLSI, 2015). Posteriormente, foi adicionado 20 μL de solução de

resazurina a 0,01 % (INLAB®), um indicador colorimétrico de óxido-redução. Após

incubação durante 1-2 h, foi realizada a leitura. Bactérias viáveis reduziram o

corante, mudando a coloração do azul para rosa. A CIM para cada produto foi

definida como a menor concentração capaz de inibir visualmente o crescimento

microbiano e/ou verificado pela permanência da coloração do corante indicador

(Elshikh et al., 2016). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Concentração Bactericida Mínima (CBM)

Após a leitura da CIM, alíquotas de 10 μL dos sobrenadantes foram retiradas

dos poços de microdiluição nas concentrações correspondentes a CIM, CIM/2 e

CIM/4 para cada cepa e inoculadas em novas placas de microdiluição contendo

apenas meio BHI. As placas foram incubadas a 35 ± 2 °C por 24 horas e em

seguida foi observado o crescimento bacteriano. A CBM foi definida como a menor

concentração capaz de causar completa inibição do crescimento bacteriano (CLSI,

2015).

Atividade Anti Formação de Biofilme
A avaliação do potencial de inibição da formação de biofilme bacteriano foi

realizada utilizando placas de microdiluição incubadas estaticamente com caldo

Mueller-Hinton (MHI), contendo diferentes concentrações da substância-teste: CIM,

CIMx2 e CIMx4, diluídas em DMSO a 5%, na presença dos inóculos bacterianos

(concentração final 107 UFC/ mL). O controle negativo foi feito com células não

tratadas. Após 24 horas de incubação a 35 ± 2°C, o conteúdo dos poços foi

descartado e as placas lavadas com água destilada estéril, a fim de remover as
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células planctônicas, seguido de secagem em temperatura ambiente. Após a

secagem foi adicionada solução de cristal violeta a 1% e as placas foram deixadas

em repouso por 30 min. Em seguida, o corante foi descartado e os excessos nas

paredes dos poços foram removidos por lavagem com água destilada estéril. Por

fim, as placas foram expostas à secagem em temperatura ambiente e foi adicionado

etanol absoluto aos poços, o qual permaneceu durante 30 min até que estas fossem

lidas em um espectrofotômetro de microplaca (Multiskan GO/Thermo Fisher

Scientific Corporation®/ Vantaa/ Finlândia) a 570 nm (Stepanovic, et al., 2007).

Todas as análises foram realizadas em triplicata. A porcentagem de inibição do

biofilme foi calculada através da seguinte equação:

% 𝐴𝑛𝑡𝑖 − 𝐹𝑜𝑟𝑚𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝐵𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚𝑒𝑠 =  𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝐴𝐵𝑆𝑇𝑒𝑠𝑡𝑒[ ]𝑥100{ }
𝐴𝐵𝑆𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜

Ensaio de citotoxicidade frente células HaCat

O ensaio brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) foi

realizado para avaliar a citotoxicidade do EEGP. A linhagem de células sadias

HaCaT (queratinócitos humanos) foram cultivadas em meio DMEM suplementado

com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 μg/mL de

estreptomicina a 37 °C em atmosfera umidificada com 5% de CO2. As células foram

semeadas em placas de 96 poços a uma densidade de 3 × 105 células/mL. Após um

período de 24 h, estas foram incubadas com EEGP (550, 1100 e 2200 µg/mL)

dissolvido em dimetilsulfóxido DMSO (0,5%). Cada experimento foi realizado em

triplicata. O controle positivo foi tratado com DMSO (20%). Após cultivo por 24 h, o

sobrenadante foi descartado e a solução de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e

incubada por mais 4 h. O formazan depositado foi dissolvido com Dodecil Sulfato de

Sódio (SDS) (100 μL) (Mosmann, 1983; Bomfim de Barros et al., 2023). As DOs

foram medidas usando um leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek®) em ʎ= 570

nm.

Resultados
Este estudo identificou diferenças entre os valores de concentrações das

atividades biológicas investigadas, revelando que a amostra inédita de EEGP

proveniente do nordeste Brasileiro, corresponde a um composto promissor para uso
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terapêutico e comprova a teoria de que a eficácia do EGP está relacionada a sua

origem geográfica, associando esta bioatividade a flora presente na região. Esta

característica é importante, visto que os EGP são essencialmente compostos por

materiais resinosos de diversas plantas, a exemplo das que estão inseridas no

Bioma Caatinga, espaço geográfico em que meliponíneos da abelha uruçu (M.

scutellaris) produziram as amostras testadas.

Atividade Antioxidante
O ensaio da atividade antioxidante do EEGP, inibiu 50% dos radicais livres

em uma concentração (CI50) de 11,05 ± 1,55 µg/mL. O controle de ácido ascórbico,

apresentou valores de (CI50) de 5,87 ± 0,2 µg/mL, atribuindo ao EEGP

concentrações duas vezes maiores (Fig. 1 e Fig. 2). Os resultados obtidos foram

expressos pelo método de regressão linear, de acordo com a concentração efetiva

para sequestrar 50% dos radicais livres (CI50).

Figura 1. Curva representativa dos valores de % de atividade antioxidante para diferentes
concentrações de ácido ascórbico (1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,0; 10,5; 12,0).

Legenda: A atividade antioxidante foi expressa por meio do valor de IC50 (calculado a partir da
equação da reta). Os dados foram expressos como média ± e.p.m analisados utilizando teste de
regressão linear. Autores (2023).

Figura 2. Curva representativa dos valores de % de atividade antioxidante para diferentes
concentrações de EEGP (2; 4; 8; 12; 16; 20).
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Legenda: A atividade antioxidante foi expressa por meio do valor de IC50 (calculado a partir da
equação da reta). Os dados foram expressos como média ± e.p.m analisados utilizando teste de
regressão linear. Autores (2023).

Atividade Antibacteriana

Os testes de CIM do EEGP apresentaram atividade antibacteriana frente os

dois isolados de S. aureus investigados (LPM63 e LPM86), ambos com

concentrações de 550 µg/mL. A vancomicina utilizada como fármaco padrão contra

este microrganismo, exibiu uma CIM de 0,5 µg/mL. Os resultados da CBM,

evidenciaram que o EEGP possui atividade bacteriostática sobre as duas cepas

(Tabela 1).

Tabela 1. Resultado da avaliação da Concentração Inibitória Mínima e Concentração
Bactericida Mínima do EEGP em cepas de Staphylococcus aureus.

Cepas EEGP Vancomicina Controle

CIM CBM Natureza da atividade CIM *MO *EST.

LPM 63 550 >1100 Bacteriostática 0,5 + -

LPM 86 550 >1100 Bacteriostática 0,5 + -
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Legenda: *MO = microrganismo; *Est. = esterilidade; (+) = Presença de crescimento em todas as
concentrações testadas; (-) = Ausência de crescimento em todas as concentrações testadas. Fonte:
Autores (2023).

Atividade Anti-Formação de Biofilme

De acordo com os dados obtidos, observa-se que o EEGP apresentou

valores significativos de inibição da formação de biofilme em todas as

concentrações (CIM, CIM×2 e CIM×4) e cepas testadas. Os índices de inibição da

formação variaram entre 66,44% para o isolado LPM 63 e 65,46% para o LPM 86.

Os índices médios mais elevados foram atribuídos às maiores concentrações do

extrato e não houve diferenças significativas entre os índices de anti-formação do

biofilme entre as espécies quando testadas no mesmas concentrações. As

porcentagens resultantes da ação de anti-formação do biofilme estão expressas na

Figura 3.

Figura 3. Estudo do efeito do EEGP sobre a inibição da formação do biofilme das cepas de

S. aureus LPM86 e LPM63

Legenda: Efeito redutor do EEGP frente a biofilme das cepas de S. aureus LPM86 e LPM63. Os

resultados apresentados como média ± DP de três experimentos independentes realizados em

triplicata (ANOVA de uma via com pós-teste de Tukey, **** P <0,0001 em comparação com o controle

de crescimento). Fonte: Autores, 2023.

Ensaio de citotoxicidade frente células HaCat
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Após 24h de tratamento, o EEGP induziu viabilidade celular acima de 50%

nas três concentrações testadas (550 µg/mL: 81,68 ± 3,79%; 1100 µg/mL: 67,10 ±

3,76%; 2200 µg/mL: 67,40 ± 1,86%), em comparação ao grupo controle (100,00 ±

3,23%). O tratamento com DMSO a 20% reduziu significativamente a viabilidade

celular (14,07 ± 0,14%; p<0,05) em comparação ao controle (Figura 4).

Figura 4. Citotoxicidade do EEGP frente células sadias da linhagem HaCaT (queratinócitos

humanos) após 24 horas

Legenda: Viabilidade celular após 24 h de tratamento com extrato etanólico de geoprópolis. Os

dados foram analisados com o software GraphPad Prism 8.0 e apresentados como a média ± EPM

de três experimentos independentes realizados em triplicata; ap < 0,05 em comparação ao controle

Autores (2023).

Discussão

As abelhas sem ferrão, correspondem a um grande constituinte da tribo

Meliponini (família Apidae), (Gruter, 2022). Diversas espécies já foram descritas,

distribuídas em regiões tropicais e subtropicais do globo (Rattanawannee e

Duangphakdee, 2020). Essas abelhas são polinizadores chave em muitos

ecossistemas confeccionando produtos de alto valor, como mel e geoprópolis. A

geoprópolis é um material produzido em colméias com características de

composição complexa, elaborado especificamente por espécies de abelhas sem

ferrão e popularmente conhecida por suas propriedades terapêuticas, como:

antioxidante e antibacteriana (Santos et al., 2017).
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A busca por compostos antioxidantes é necessária e imprescindível, pois a

quantidade excessiva de radicais livres no organismo, gera um processo de

estresse oxidativo, causando danos aos ácidos nucléicos, DNA e proteínas

(Prevedello e Comachio, 2021). Neste trabalho, foi evidenciado uma potente

atividade antioxidante do EEGP proveniente do Nordeste brasileiro, produzido pela

abelha uruçu (M. scutellaris). Resultados semelhantes foram descritos por Gabriel et

al (2021) e Santos et al (2017), onde o EGP de outras duas espécies: M.

quadrisfaciata e M. orbignyi exibiram atividades antioxidantes em amostras

originárias do Mato Grosso do Sul, Brasil. No estudo realizado por Popova et al.

(2022), os autores indicaram que os ácidos fenólicos e xantonas são os principais

grupos de compostos que contribuem para a atividade de eliminação de radicais dos

extratos de geoprópolis, enquanto os lipídios fenólicos não contribuem para a

capacidade antioxidante deste composto. No entanto, Cardona, Torres e Hoffmann,

(2019) e Hochheim et al. (2019) afirmam em seus trabalhos que o conteúdo total de

fenóis e flavonóides têm influência decisiva na capacidade antioxidante

demonstrados em estudos realizados com geoprópolis coletadas na Turquia e no

Brasil. A caracterização química do EEGP do presente estudo está em análise e os

resultados futuros possibilitam identificar e discutir o arsenal químico presente no

extrato investigado.

Quanto a avaliação antibacteriana do EEGP em isoados de S. aureus

(LPM63 e LPM86), foi observado uma boa atividade de inibição, além da função

bacteriostática desta substância, inibindo a proliferação dos microrganismos após

24h de tratamento. Nos ensaios de Isidorov et al. (2022), em amostras de EEGP

oriundas da Argentina, a ação antibacteriana foi igualmente observada e associada

à presença de éter na composição química dos extratos. Przybylek e Karpinski

(2019), por sua vez, demonstram que os mecanismos de ação da geoprópolis estão

correlacionados com o perfil químico, demonstrando em seu trabalho que a

bioatividade encontrada pode corresponder às diferentes proporções de terpenos e

compostos fenólicos.

Em função dos resultados da CIM e CBM, a avaliação da anti-formação de

biofilme foi realizada e verificada que a porcentagem de inibição da CIMx4 para o

isolado LPM63 foi de 66,44%, já para o LPM86 foi de 65,46%. Similarmente, os

experimentos realizados por Cunha et al. (2019), utilizando 4-fenil cumarina (CNM),

isolada do EGP de M. scutellaris, evidenciou uma redução de cerca de 70% das
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células viáveis na CIMx10 nos estágios iniciais da formação de biofilme, em cepas

de S. aureus MRSA.

Classificado como um patógeno oportunista, S. aureus é a causa mais

comum de infecções de pele e tecidos moles (Spernovasiles, Psicogiou e Poulakou,

2021), sendo responsável por uma variedade de infecções potencialmente letais,

por meio de mecanismos de virulência e resistência desenvolvidos ao longo dos

anos, a exemplo dos biofilmes (Costa et al., 2021). Os biofilmes são comunidades

microbianas envolvidas em uma matriz polimérica autoproduzida, o que confere

uma maior resistência aos antibióticos convencionais e necessitam de

concentrações efetivamente mais altas para seu tratamento (Kaplan et al., 2018).

Estudos sugerem que o mecanismo de ação antibacteriano EGP pode ser

associado ao processo de bacteriólise, desencadeando um desequilíbrio osmótico

nas células, através de intervenções nos mecanismos de divisão celular, alteração

das paredes celulares, da membrana plasmática e na diminuição da motilidade

bacteriana (Przybylek e Karpinski, 2019). Nesse aspecto, Campos, Assis e

Bernardes (2017) indicam que bactérias gram-positivas apresentam uma maior

susceptibilidade ao composto, pois apresentam apenas uma parede celular, quando

comparadas às bactérias gram-negativas que possuem maior barreira morfológica.

As células HaCaT, uma linhagem de queratinócitos, têm sido amplamente

utilizadas em ensaios in vitro, representam 80% das células epidérmicas, cuja

principal função é a síntese de queratina, exercendo a função de barreira de

proteção da pele (Sivieri et al., 2021), sendo um importante ferramenta para estudos

do equilíbrio da epiderme. Neste ensaio, o potencial citotóxico do EEGP contra

células HaCaT em 24h foi avaliado, apresentando redução na viabilidade celular nas

três concentrações testadas, com índices de 67,4% na CIMx4. Correlacionando aos

ensaios realizados por Batista et al. (2021), o percentual de viabilidade dos

queratinócitos HaCaT na maior concentração testada, foi superior a 60%. Já nos

ensaios de Bomfim de Barros et al (2023), experimentos utilizando o α-Pineno

contra células HaCat, após 48h de tratamento, demonstraram viabilidade acima de

50% na CIM, sendo citotóxico apenas na CIMx4.

Conclusão
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As atividades biológicas analisadas do EEGP proveniente do Nordeste

brasileiro demonstram a eficácia do composto testado e revela seu potencial para

uso futuro em soluções farmacêuticas inovadoras.
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5 CONCLUSÕES GERAIS

A busca pelos produtos naturais, sua composição química e potencial

bioativo aumentou substancialmente nos últimos anos. Muitos estudos

demonstraram as propriedades biológicas de tais compostos. Estes representam

novas perspectivas para a terapia nas áreas farmacêuticas, como novas fontes de

constituintes cosméticos e também em aplicações na indústria alimentícia. Nas

análises de potencial antioxidante, o EEGP proveniente do Nordeste brasileiro,

apresentou baixas concentrações de CI50, representando, portanto, um composto

antioxidante. Nos testes de CIM e CBM contra cepas de S. aureus, pode-se

constatar a atividade antibacteriana, atribuindo ao extrato a condição de

bacteriostático. A anti-formação dos biofilmes, expressou valores médio superior a

65% de inibição na concentração máxima testada e o potencial citotóxico evidenciou

que o EEGP não foi tóxico para as linhagens HaCat (queratinócitos humanos).

Esses resultados comprovam a eficácia do EEGP, quanto às atividades biológicas

testadas, evidenciando o potencial de utilização segura, no desenvolvimento de

futuras soluções farmacêuticas inovadoras.
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