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RESUMO

O uso incorreto de antimicrobianos tem levado a selecdo de microrganismos resistentes,
impulsionando a busca por alternativas eficazes e econdmicas para o tratamento de doencas
causadas por patogenos multirresistentes. Na medicina veterinaria, especificamente na
bovinocultura de leite, a mastite € uma das principais causas de perda econémica. O uso de
antimicrobianos para tratar essa enfermidade contribui para o surgimento e disseminacdo de
microrganismos resistentes. Vale destacar que a presenca de residuos desses farmacos no leite
e derivados lacteos contribui para a selecdo de cepas bacterianas resistentes e transferéncia de
genes de resisténcia para diversos tipos de bactérias, incluindo patégenos humanos. Pesquisas
com produtos naturais que exibem atividade antimicrobiana sdo uma alternativa para o combate
a microrganismos multirresistentes aos agentes terapéuticos convencionais. A prépolis tem sido
usada como medicamento tradicional desde a antiguidade, particularmente por egipcios, gregos
e romanos, que a administravam isoladamente ou combinada com outras substancias naturais
para tratar feridas e embalsamar os mortos. Essa substancia é conhecida por seus efeitos
antioxidantes, anti-inflamatorios, anticancerigenos e antimicrobianos e surge como um
antimicrobiano natural promissor. Pesquisadores continuam a investigar a complexa
composicdo da propolis para entender seu potencial bioldgico, especialmente sua atividade
antimicrobiana contra uma variedade de microrganismos multirresistentes. Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo identificar compostos quimicos, avaliar as atividades
antimicrobiana e antibiofilme do extrato hidroalcéolico da propolis produzida na microrregido

de Garanhuns, PE, Brasil.

Palavras-chave: composi¢do quimica; produto natural; antimicrobiano.



ABSTRACT

The incorrect use of antimicrobials has led to the selection of resistant microorganisms, driving
the search for effective and economical alternatives for the treatment of diseases caused by
multidrug-resistant pathogens. In veterinary medicine mastitis is one of the main causes of
economic loss. The use of antimicrobials to treat this disease contributes to the emergence and
spread of resistant microorganisms. It is worth noting that the presence of residues of these
drugs in milk and dairy products contributes to the selection of resistant bacterial strains and
the transfer of resistance genes to other bacteria, including human pathogens. The search for
natural products that exhibit antimicrobial activity is an alternative to control microorganisms
that are multidrug-resistant to conventional therapeutic agents. Propolis has been used as a
traditional medicine since ancient times, particularly by the Egyptians, Greeks, and Romans,
who administered it alone or in combination with other natural substances to treat wounds and
embalm the dead. This substance is known for its antioxidant, anti-inflammatory, anticancer
and antimicrobial effects and appears as a promising natural antimicrobial. Researchers
continue to investigate the complex composition of propolis to understand its biological
potential, especially its antimicrobial activity against a variety of multidrug-resistant
microorganisms. In this context, the present study aimed to identify chemical compounds and
evaluate the antimicrobial and antibiofilm activities of the hydroalcoholic extract of propolis

produced in the microregion of Garanhuns, PE, Brazil.

Keywords: chemical composition; natural product; antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

O uso continuo de drogas antimicrobianas e a capacidade das bactérias adquirirem
material genético que podera causar diversidade no fendtipo e nos mecanismos de resisténcia
antimicrobiana desses microrganismos, gerou uma crise mundial (Bouchelaghem, 2022). As
doencas infecciosas causadas por bactérias multirresistentes € um grave problema, tanto na
medicina humana, quanto na medicina veterinaria e uma questéo de saude publica global (Silva
etal., 2021).

A mastite € uma das principais doencas que impacta a bovinocultura leiteira
ocasionando prejuizos econdmicos devido ao aumento dos custos com méao-de-obra
especializada, tratamento, despesas associadas a reducdo da producdo e descarte do leite,
reducdo da taxa de fertilidade e descarte ou 6bito do animal acometido (Piepers; Vliegher, 2018;
Amarante et al., 2019; Santos et al., 2019; Kurosowa et al., 2020; Alves; Moreira, 2021). Além
dos prejuizos econémicos, essa doenca representa um sério risco a saude unica, uma vez que
cepas multirresistentes e metabolitos bacterianos termoestaveis podem ser veiculados através
do leite e derivados lacteos (Spinosa; Gorniak; Bernardi, 2017).

Segundo Lopes et al. (2022), mais de 130 espécies bacterianas ja foram associadas a
mastite bovina, porém poucas sdo responsaveis por 80% dos casos da doenca. Staphylococcus
aureus (S. aureus) é reconhecido como o principal patégeno bacteriano causador dessa
enfermidade. Essa espécie produz um arsenal de produtos que, juntos, contribuem para o
estabelecimento desse agente na glandula mamaria, com destaque para a producdo de biofilme,
toxinas e mecanismos de resisténcia antimicrobiana (Neelam et al., 2022). Além disso, 0
aparecimento de cepas resistentes, pelo uso incorreto de antimicrobianos, tem se tornado
recorrente em casos de mastite e tem como principal caracteristica a multirresisténcia aos
antimicrobianos do grupo dos beta-lactamicos (Lucas et al., 2021).

Diante do fenémeno da resisténcia antimicrobiana, a busca por fontes alternativas ao
uso dessas drogas tem sido cada vez mais comum, com destaque para 0S compostos naturais de
plantas e derivados (Santos et al., 2019; Sousa et al., 2019). Dentre estes compostos, a propolis
tem sido cada vez mais estudada por apresentar atividade contra microrganismos resistentes
(Santos et al., 2019).

A prépolis é uma substéncia coletada por abelhas, especialmente Apis mellifera, a partir
das secrecdes balsdmicas das flores, folhas, cascas, ramos, conchas e botdes de varias plantas.

A funcdo da propolis é proteger as colmeias da umidade e dos predadores, selando rachaduras
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e mantendo a colmeia aquecida. E considerada um produto da organoterapia por conter
secre¢Oes organicas das abelhas que a produzem (Bouchelaghem, 2022). Sua composicéo varia
em funcdo de sua origem boténica e geografica, como também de condi¢bes climaticas
(Mendonca et al., 2015) e inclui 55% de resinas e balsamos, 30% de cera e 10% de pdlen,
metabolitos secundarios, incluindo flavonoides e acidos fendlicos, além de microelementos,
tais como aluminio, célcio, estrdncio, ferro, cobre, manganés e pequenas quantidades de
vitaminas (Nunes, 2019).

A propolis € amplamente utilizada em diversas partes do mundo por apresentar varias
atividades bioldgicas benéficas a satde (AL-ANI et al., 2018; Bouchelaghem et al., 2022; Dégi
et al., 2022; EI-Guendouz et al. 2018; Mendonca et al. 2015). As pesquisas tém relatado um
namero significativo de atividades apresentadas por essa substdncia, como antioxidante,
antitumoral, anti-inflamatdria, cicatrizante, imunomoduladora, entre outras (EI-Guendouz et al.
2018; Mendonca et al., 2015; Silva et al., 2021; Marcucci Torres et al., 2021). Por ser conhecida
como um medicamento popular e tradicional, essa matriz é largamente utilizada em
formulagcGes cosméticas e produtos farmacéuticos (Nunes, 2019).

No Brasil, mais de 13 tipos de prépolis ja foram identificados e, dentre estes, destacam-
se a propolis verde, propolis vermelha, propolis marrom, propolis preta, propolis amarela e o
geopropolis (Mendonca et al., 2015; Silva et al., 2021). De acordo com Suran et al. (2021), ja
sdo conhecidas mais de 500 moléculas bioativas da propolis, com destaque para os polifenois,
utilizados como parametro de qualidade da propolis. Os principais compostos desse grupo sdo
os acidos fendlicos, flavonoides, ésteres, aldeidos fenolicos e cetonas (Bhargava et al., 2021).
Segundo Santos et al. (2019) a presenca de compostos fendlicos justifica as propriedades
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral da prépolis.

Embora diversas pesquisas sobre a propolis tenham sido realizadas nos ultimos anos, a
padronizacdo desse biocomposto ainda € um desafio, sendo de extrema importancia estudos
detalhados, principalmente em relacdo aos seus constituintes quimicos e suas propriedades
bioldgicas, com o objetivo de possibilitar aplicacdes tecnoldgicas da prépolis e seus derivados
nos mais diversos setores comerciais (Nunes, 2019).

Diante do exposto, e devido a auséncia de informacdes sobre a propolis produzida na
Microrregido de Garanhuns, o presente estudo tem como objetivo caracterizar e avaliar o extrato

da propolis produzida na regiao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Determinar a composi¢do quimica e avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme do extrato

da propolis produzida na Microrregido de Garanhuns, Pernambuco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar quimicamente o extrato da prépolis produzida na Microrregido de Garanhuns,
Pernambuco.

- Determinar a Concentracéo Inibitdria Minima e Concentracéo Bactericida Minima do extrato
da prépolis contra cepas de Staphylococcus aureus.

- Avaliar a atividade antibiofilme do extrato da prépolis.

3. CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

3.1. Resisténcia antimicrobiana

Os antimicrobianos surgiram com a descoberta da penicilina pelo médico escocés
Alexander Fleming, em 1928. Esse acontecimento foi um marco histérico que contribuiu de
forma significativa para o controle de infec¢fes bacterianas e, consequentemente, ajudou a
evitar inmeras mortes (Garcia; Comarella, 2021), tornando-se os farmacos mais utlizados em
servicos de salde para prevencao e tratamento de infeccBes bacterianas (Rodrigues et al., 2018).

Os antimicrobianos produziram grande impacto no tratamento de doencas infecciosas
causadas por bactérias e diminuiram mundialmente as taxas de mortalidade e morbidade
relacionadas a essas infecgdes (Costa; Junior, 2017; Caldas; Oliveira; Silva, 2022). Entretanto,
0 uso incorreto e por longos periodos dessa classe de medicamentos, favorece o surgimento de
cepas bacterianas resistentes a esses compostos (Costa; Junior, 2017; Rodrigues et al., 2018;
Caldas; Oliveira; Silva, 2022).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos torna ineficazes diversos tratamentos e traz
problemas aos pacientes, médicos, érgdos publicos, industrias farmacéuticas e cientistas, pois

se tornou uma questdo de saude publica, afetando a saude e a economia mundial (Oliveira;
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Pereira; Zamberlam, 2020).

De acordo com Silva et al. (2020), anualmente cerca de quatro milhdes de pessoas
adquirem infeccBes associadas aos ambientes hospitalares e que cerca de 37.000 individuos
morrem devido a infeccdes causadas por microrganismos resistentes. A maioria dessas mortes
(67,6%) é causada por bactérias multirresistentes.

Em um estudo conduzido por um economista britanico, a resisténcia antimicrobiana foi
apontada como a causa da morte de pelo menos 50.000 pessoas, apenas na Europa e nos EUA,
com muitas centenas de milhares de mortes em outras areas do mundo. De acordo com
previsdes realizadas pelo pesquisador, em 2050 a resisténcia antimicrobiana resultara em
aproximadamente 10 milhdes de mortes, 0 que ird4 causar um grande impacto na economia
mundial (O’Neil, 2016).

Garcia e Comarella (2021) afirmam que para que 0s antimicrobianos sejam de fato
eficazes, eles devem ser farmacos com composicdo quimica especifica, ter um alvo restrito e
acdo rapida para ndo comprometer a salde do paciente. De acordo com Oliveira, Pereira e
Zamberlam (2020), o tratamento eficaz de doencas resultantes de infec¢des bacterianas depende
ndo apenas da presenca de um alvo dentro da célula bacteriana, mas também da administracéo
do antimicrobiano na dosagem adequada para atingir esse alvo.

O uso incorreto dos antimicrobianos contribui para o surgimento de superbactérias, que
podem ser multirresistentes, extensamente resistentes ou pan-resistentes. O primeiro grupo
apresenta resisténcia a trés ou mais classes distintas de antimicrobiano, enquanto o segundo séo
as resistentes a apenas uma ou duas classes. As pan-resistentes sdo resistentes a todos 0s
antimicrobianos de todas as classes, ndo havendo antimicrobiano eficaz para esse grupo
(Oliveira; Pereira; Zamberlam, 2020).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendbmeno genético que pode ser natural ou
adquirido, mediado por genes localizados no cromossomo bacteriano ou em plasmideos
(Madigan et al., 2016). A resisténcia natural se caracterza quando uma populacdo bacteriana é
naturalmente resistente a um antimicrobiano, enquanto a adquirida quando uma populacao
sensivel a um antimicrobiano se torna resistente a esse composto. A resisténcia adquirida ocorre
por meio da aquisi¢do do determinante de resisténcia através de mecanismos de recombinacéao
geneética, ou seja, transducdo, conjugacédo e transformacdo (Lima; Benjamim; Santos, 2017;
Trevisan et al., 2022), sendo favorecida pela pressdo seletiva exercida pelos antimicrobianos,
quando utilizados incorretamente (Silva et al., 2020). Dessa forma, o uso indiscriminado e

subdoses terapéuticas de antimicrobianos nos ambientes de fazenda e hospitalar € apontado
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como o principal fator relacionado ao surgimento do fendmeno de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos (Silva et al., 2020).

Em relacdo ao uso de antimicrobianos na agropecuaria, algumas pesquisas apontam que
0 consumo no Brasil e em outros paises desenvolvidos, duplicara até o ano de 2030 (Oliveira;
Pereira; Zamberlam, 2020). Dentre os principais grupos farmacoldgicos de antimicrobianos
utilizados na produgdo animal, Repik et al. (2022) destacam 0s seguintes: penicilinas,
cefalosporina, macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, quinolonas, beta-lactamicos,
sulfonamidas, ionoforos e fluorquinolonas. Esses compostos sao utilizados com a finalidade de
tratar e prevenir doencas infecciosas, como também para promocao de crescimento animal e,
consequentemente, exercendo pressdo seletiva sobre os microrganismos, selecionando cepas
resistentes (Silva et al., 2020).

Na bovinocultura leiteira a principal razdo para o uso de antimicrobiano € a mastite, visto
que a antibioticoterapia ¢ amplamente empregada como método terapéutico padrdo (Beloni et
al., 2020). Essa enfermidade é considerada a principal causa de prejuizos econémicos aos
produtores de leite em todo mundo (Amaral, 2022) e estdo relacionados ndo apenas a queda da
producdo e qualidade do leite, mas também ao aumento dos custos com méao de obra,
tratamento, descarte do leite e do animal acometido, secagem prematura, perda de quartos
mamarios e até mesmo a morte do animal (Carvalho et al., 2021).

Além das perdas econbmicas associadas a mastite, deve ser destacado o papel dessa
enfermidade para o surgimento e disseminacdo de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos (Beloni et al., 2020) uma vez que o consumo de leite e/ou derivados contendo
residuos desses compostos pode favorecer a selecdo de cepas bacterianas resistentes e a
consequente transferéncia de genes de resisténcia para uma ampla variedade de tipos
bacterianos, inclusive patdgenos de interesse na medicina humana (Massote et al., 2019; Alves;
Moreira, 2021).

Embora mais de 140 tipos distintos de microrganismos tenham sido associados as
diversas formas e tipos de mastite, as bactérias do género Staphylococcus tém se destacado
como agente etiolégico dessa doenca (Rodrigues et al., 2018; Kurosawa et al., 2020). O
potencial patogénico dessas bactérias esta relacionado a capacidade de invadir profundamente
os tecidos do hospedeiro, produzir biofilme e diversos fatores de viruléncia, tais como toxinas,
hemolisinas, leucocidinas e superantigenos (Neelam et al., 2022). Além disso, a habilidade de
expressar mecanismos de resisténcia antimicrobiana torna algumas espécies do género

Staphylococcus patogenos de preocupagao mundial, tais como cepas de Staphylococcus aureus
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resistentes a meticilina (MRSA) e vancomicina (VRSA) (Massote et al., 2019).

Com relacdo aos biofilmes destaca-se o seu papel como um importante mecanismo de
defesa do microrganismo contra a acdo de agentes fisicos e quimicos, incluindo produtos
utilizados nos procedimentos de higienizagdo, antimicrobianos e células do sistema
imunologico do hospedeiro animal (Bouchelaghem et al., 2022; Nader, 2018). EI-Guendouz et
al. (2018) ressaltam que bacterias patogénicas, capazes de se aderir intimamente a uma
superficie, sdo responsaveis por infec¢bes graves, uma vez que a matriz do biofilme favorece o
estabelecimento de infeccBes persistentes.

Infeccdes persistentes, caracteristica das bactérias do género Staphylococcus, podem ser
devidas a falha da terapia antimicrobiana determinada pela presenca de biofilme no sitio
infeccioso. A matriz do biofilme atua como uma importante barreira fisica, impedindo a
penetracdo da droga enquanto os polimeros que compdem o biofilme retardam a distribuicao
do antimicrobiano, regulando o transporte desses farmacos no interior da estrutura (ORSI,
2017).

O desenvolvimento de compostos que interfiram com a formacdo de biofilme é uma
preocupacao crescente. Nesse contexto, o emprego de produtos naturais, como a propolis, surge
como uma das promissoras opgOes para enfrentar os desafios associados aos tratamentos

convencionais com antimicrobianos (Bouchelaghem et al., 2022)

3.2 Composicao da propolis

Uma alternativa para o tratamento de doencas bacterianas sdo os produtos de origem
vegetal de comprovada eficécia e que causem o minimo de efeitos adversos (Filho et al., 2022).

Produtos naturais sdo utilizados a diversos anos como fonte priméaria para mais de 80%
das substancias terapéuticas. Entre os anos de 1981 e 2006, mais da metade dos medicamentos
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) foram produtos de origem vegetal ou
derivados. Ademais, 66% de todos os medicamentos atualmente aprovados como agentes
antibacterianos tém sua origem em produtos naturais (Beloni et al., 2020).

O uso de plantas medicinais, fitoterapicos e produtos organoterapéuticos para o
tratamento de diversas enfermidades esta crescendo mundialmente, representando um mercado
promissor para o desenvolvimento de novos medicamentos e terapéutica de doengas complexas,
tais como infecgBes bacterianas e fungicas, canceres, imunodeficiéncia, entre outras (Frozza,

2012; Mendonga et al., 2015). Segundo Silva et al. (2021) a busca por novos compostos com
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atividade antimicrobiana e o incentivo a pesquisas cientificas sobre novas abordagens para
alternativas de tratamento sdo uma necessidade urgente.

O Brasil abriga grande diversidade de fauna e flora, com biomas que apresentam
caracteristicas distintas, como o da Caatinga, exclusivo do Brasil. Cerca de 400.000 espécies
de plantas superiores comp8em o reino vegetal, no entanto a investigagcdo farmacol6gica com
plantas terrestres alcangou apenas cerca de 5 a 15% desta diversidade. Estima-se ainda que
somente 25% dos farmacos existentes sdo de origem vegetal (Silva C., 2018).

Os produtos derivados de fontes naturais apresentam estruturas quimicas complexas. O
potencial terapéutico e mecanismos farmacoldgicos desses derivados e de alguns de seus
constituintes, tais como: flavonoides, alcaloides, triterpenos, taninos, etc, ja foram comprovados
cientificamente. Sendo assim, muitas substancias que sdo descobertas, isoladas ou
caracterizadas tém grandes possibilidades de futuramente virem a ser utilizadas como agentes
medicinais (Frozza, 2012).

De acordo com Nader et al. (2018) pesquisas com produtos de origem natural e com
atividade antimicrobiana podem ser uma forma de acelerar e baratear a producdo de novas
substancias e gerar alternativas ao combate a microrganismos multirresistentes aos agentes
terapéuticos disponiveis. Silva C. (2018) ainda acrescenta como um beneficio desses produtos
a baixa incidéncia de efeitos adversos, com toxicidade reduzida. Atrelado a isso, Dégi et al
(2022) afirmam que os tratamentos estardo mais amplamente disponiveis, especialmente para
pessoas em paises menos desenvolvidos e que ndo possuem condicdes de custear tratamentos
caros.

Dentre os produtos de fontes naturais que vém sendo pesquisados, os diversos tipos de
propolis tém despertado interesse cientifico devido as suas propriedades bioldgicas, usos
terapéuticos e nutricionais e sua aplicacdo tradicional reconhecida mundialmente (Silva et al.,
2021). Em relacdo as pesquisas biomédicas, a propolis tem sido estudada em diferentes areas,
com pesquisas que avaliam principalmente os seus efeitos no controle de microrganismos
patogénicos, tendo uma vasta gama de trabalhos cientificos que comprovam a sua atividade
antimicrobiana (El-Guendouz et al., 2018; Ferreira, 2019; Silva et al., 2021; Bouchelaghem et
al., 2022; Yazdanian et al., 2022).

A propolis, do grego pro: para defesa ou em defesa e polis: cidade ou comunidade, é uma
mistura complexa de resina, de textura cerosa e coloragao acastanhada, coletada pelas abelhas
a partir de brotos, folhas, cascas e exsudatos de plantas, que é enriquecida por saliva e secre¢des

enzimaticas (Cunha, 2018; Farida et al., 2022). As abelhas usam a propolis principalmente
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como material de isolamento térmico das colmeias, revestindo os alvéolos e camaras onde as
abelhas rainhas pdem ovos. Além disso, também € usada para vedar as entradas e aberturas,
servindo também como emulsificante, caso a colmeia seja invadida por um inseto ou animal
que as abelhas ndo consigam remover (Klhar et al., 2019; Suran et al., 2021; Farida et al., 2022).

Essa substancia é composta por aproximadamente 50% de resina vegetal e balsamo, 30%
de cera, 10% de 6leos aromaticos, 5% de polen e 5% de outras substancias como detritos,
minerais e compostos organicos (El-guendouz et al., 2018; Klhar et al., 2019; Bouchelaghem,
2022). Estédo presentes também microelementos como aluminio, calcio, estroncio, ferro, cobre,
manganés, magnesio, silicio, titanio, bromo e zinco, além das vitaminas B1, B2, B6, C e E
(Cunha, 2018). O perfil de moléculas bioativas da propolis bruta varia de acordo com a origem
geografica e botanica, estacdo do ano, genética das abelhas e fatores ambientais (Suran et al.,
2021). De acordo com Mendonca et al. (2015) as alteracdes climéaticas podem causar mudancas
nas concentragbes dos compostos bioativos das plantas e, consequentemente, mudancgas na
atividade bioldgica dos varios tipos de propolis. Além disso, as caracteristicas organolépticas
da prépolis, tais como a cor, odor, sabor e textura, também sofrem alteracdes de acordo com
esses fatores (Loiola, 2020).

A composicao quimica dos varios tipos de propolis brasileira é bastante diversificada.
Além disso, a composicao dos tipos brasileiros diverge bastante da composicao da prépolis de
paises europeus em funcdo do climatropical. Nas regides tropicais a diversidade vegetal € muito
superior a observada nas regides temperadas, bem como das espécies de abelhas presentes nessa
regido, sendo resultantes do cruzamento de espécies europeias e africanas (Menezes, 2005;
Sousa et al., 2019; Silva et al., 2021). Assim, as moléculas bioativas da propolis variam de
acordo com a origem geografica e botanica de onde as abelhas coletam o material, estacdo do
ano, genética das abelhas e fatores ambientais (Mendonca et al., 2015; Fiordalisi; Honorato;
Kuhnen, 2019; Klhar et al., 2019; Suran et al., 2021).

O método de extracdo, bem como o solvente utilizado, também séo fatores que interferem
na composic¢do quimica da propolis. Por ser uma mistura complexa de varias substancias néo é
possivel extrair ou fracionar os componentes da prépolis com facilidade, algo que afeta a
representacdo quimica dos extratos (Silva, 2019; Suran et al., 2021).

As amostras de propolis recolhidas em diversas partes do mundo revelaram 850
componentes até 2018. Os compostos que foram identificados na prépolis séo alcoois, alcanos,
6leos volateis, acidos aromaticos, aminoacidos, vitaminas, agUcares e alcoois de acucar,

terpenoides, acidos graxos, hidrocarbonetos, ésteres de cera, flavonoides, chalconas, fendis,
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glicerol derivados, aldeidos, oligoelementos, pequenas proporcées de minerais e cetonas (Suran
et al., 2021; Bouchelaghem, 2022).0s compostos que mais tém chamado atencdo s&o os
polifendis, destacando-se os flavonoides e acidos fendlicos (Sousa et al., 2019).

Os compostos fenodlicos é o grupo com maior nimero de representantes dentre os
metabdlitos secundarios sintetizados por plantas. Suas moléculas tém como caracteristica a
presenca de um grupamento hidroxila (OH) que se liga a um grupo de hidrocarboneto aromatico
(Silva C., 2018). Os acidos fendlicos podem ser divididos em dois grupos principais: 0s
derivados do &cido benzdico (C6-C1) (Figural.) e os derivados do acido cinamico (C6-C3)
(Figura 2.). As propriedades quimicas e analiticas de ambos 0s compostos sdo semelhantes,
assim como as atividades bioldgicas. Dentre os derivados do &cido cindmico destacam-se 0s
acidos p-cumarico, cafeico, feralico e sindpico. Dentre os derivados do acido benzdico
encontram-se 0s acidos p-hidroxi-benzoico, salicilico, protocatéquico, vanilico, gentisico,

gélicoesiringico (Silva K., 2018).

Figura 1. Férmula estrutural do acido benzdico.
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Fonte: Oliveira e Reis (2017)

Figura 2. Férmula estrutural do acido cindmico
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X OH

Fonte: Souza (2021)

Muitas pesquisas relacionam a atividade antimicrobiana, anti-inflamatdria e cicatrizante
a presenca dos flavonoides (Mendonga et al., 2015; EI-Guendouz et al. 2018; Santos et al.,

2019; Marcucci Torres et al., 2021;) e acidos fendlicos (Moreira; Oliveira; Rocha, 2018;
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Nascimento; Veras, 2020), Cunha (2018) ainda acrescenta os compostos ésteres, aldeidos
fendlicos e cetonas como responsaveis pela agao anti-inflamatdria. A palavra flavonoide deriva
do latim flavus, que significa amarelo. Anteriormente o conceito de flavonoide somente incluia
grupos de compostos que apresentavam coloragdo amarela. Recentemente esse termo passou a
incluir compostos menos coloridos e incolores, como as antocianinas, que possuem cor
vermelha ou azul (Silva K., 2018).

Os flavonoides representam uma grande classe de compostos fenolicos com cerca de 4500
representantes conhecidos. Sdo encontrados em vactolos na maioria dos tecidos vegetais,
estando na forma de mondmeros, dimeros ou oligdmeros (Silva C., 2018). Os flavonoides sdo
substancias que possuem estrutura aromatica com 15 atomos de carbono (C15), dispostos em
uma configuracdo C6-C3-C6 (Silva K., 2018). Essas estruturas podem ser divididas em
subclasses, de acordo com o grau de oxidacdo do anel heterociclico. Em geral, apresentam-se
hidroxiladas, metoxiladas e/ou glicolisadas, sendo a glicose ou a ramanose o acucar
frequentemente ligado (Frozza, 2012). O grande destaque desse grupo séo as antocianidinas,
flavonas, flavonois e, com menor frequéncia, as auronas, calconas e isoflavonas (Silva C.,
2018).

Figura 3. Estrutura basica dos flavonoides.

0
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0
Fonte: Silva K. (2018)

A composicgdo da propolis verde brasileira inclui as seguintes moléculas: flavonoides,
compostos fenolicos, terpenoides (sesqui, di e triterpenoide) e fenilpropanoides prenilados.
Estes ultimos sdo acidos fenolicos contendo grupo prenila, sendo formados a partir do acido
cindmico e seus derivados, como a artepilina C (acido 3,5 diprenil-4-hidroxicinamico), muito
conhecida por sua atividade antitumoral (Forzza, 2012). A artepilina C e o éster alilico do acido
3-prenilcindmico sdo usados como marcadores desse tipo de propolis (Suran et al., 2021).

A propolis vermelha brasileira apresenta em sua composi¢do substancias como a
elemicina, isoelemicina, metil isoeugenol, metil eugenol, formononetina, biochanina A,

isoliquiritigenina, liquiritigenina, medicarpina, homopterocarpan, quercetina e vestitol
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(Mendonca et al., 2015). Esse tipo de prépolis é caracterizado pela presenca de isoflavonas
formononetina e isoliquiritigenina (Suran et al., 2021) e Biochanina A, Pinocembrina e
Medicarpina (Frozza, 2016).

Segundo Silva K. (2018), a propolis amarela tem sido menos estudada em relacéo a sua
fonte vegetal. Os principais constituintes quimicos desse tipo de prépolis sdo os compostos
alifaticos, como: alcoois triterpénicos e acetatos. Com relagéo a propolis marrom, sua origem
botanica vem da Copey (Clusia rosea) pertencente a familia Guttiferae (Clusiaceae). Ela
apresenta em sua composicdo quimica benzofenonas poli-isopreniladas, tais como: 39
xanthochimol, guttiferona E, propanolona A, pluketione A e nemorosona, além de outros
compostos como mucronulatol, escrobiculatona A e escrobiculatona B.

A proépolis preta, obtida a partir da planta popularmente conhecida como jurema preta,
apresenta em sua composicao esteroides, terpenoides, flavonoides e taninos, sendo estes Gltimos
considerados um dos responsaveis pela atividade contra bactérias, fungos, virus e protozoarios
(Cunha, 2018). Em sua anélise cromatografica do extrato de propolis preta bruta esse autor
detectou a presenca e quantificou 14 compostos, dentre eles o acido 3,4- dihidroxibenzoico,
rutina, acido transcimanico, miricetina, kampferol, quercetina e naringenina. Os que
apresentaram maior concentracéo foram o &cido 3,4-dihidroxibenzoico (14,19 mg/mL), a rutina
(12,71 mg/mL) e o &cido transcindmico (6,25 mg/mL), sendo esses responsaveis pela atividade
antioxidante e antibacteriana.

De acordo com Silva (2019), a presenca de flavonoides, principalmente a galantina, esta
associada a atividade anti-inflamatéria da propolis. Esse composto demonstrou atividade
inibitéria contra a cicloxigenase e a lipoxigenase, ou seja, atua diminuindo a producdo de
prostaglandinas, citocinas, quimiocinas e de oOxido nitrico (NO), que sdo importantes
mediadores da resposta inflamatéria. Com relacdo a atividade antimicrobiana exercida pela
prépolis, Silva et al. (2021) sugerem que pode ser devido aos danos a membrana citoplasmatica,
inibicdo da sintese de acidos nucleicos e do metabolismo energético. De acordo com esses
autores esses efeitos séo relacionados, principalmente, aos isoflavonoides.

A atengdo dos pesquisadores pela propolis aumentou nas Gltimas décadas devido ao
conhecimento de sua composi¢do quimica. Porém, a padronizagdo dos extratos de prépolis, 0
estabelecimento da correlagdo entre tipos definidos de propolis e atividades bioldgicas
especificas, bem como seu uso no tratamento clinico, continuam sendo um desafio (Silva et al.,
2021; Bouchelaghem, 2022). Segundo Klhar et al. (2019) sdo necessarios mais estudos sobre a

acdo terapéutica da propolis, especialmente porque a composicao varia de acordo com a regido
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onde a propolis é produzida. Contudo, a prépolis pode ser considerada uma alternativa na
terapia antimicrobiana e anti-inflamatdria.

Na producéo da propolis as espécies Apis melifera, racas europeias, em conjunto com as
abelhas africanizadas (poli hibrido resultante do cruzamento entre racas europeias e africana),
sdo as mais utilizadas (Ferreira, 2019). Segundo Silva (2019) as subespécies de Apis mellifera
introduzidas no Brasil sdo: Abelha italiana (Apis mellifera ligustica); Abelha real (Apis
mellifera mellifera); Abelha caucasiana (Apis mellifera caucasica); Abelha carnica (Apis
mellifera carnica); Abelha iberiensis (Apis mellifera iberiensis) e Abelha africanizada (Apis
mellifera scutellata).

Um estudo realizado por Milet-Pinheiro e Schlindwein (2008), com o objetivo de
conhecer a diversidade e abundéncia de abelhas e suas relacdes com plantas em Cha-Grande,
no Agreste pernambucano, detectou que a familia mais abundante nessa regido foi a Apidae
com 732 individuos (446 corbiculados), seguida por Halictidae (194), Megachilidae (47),
Colletidae (16) e Andrenidae (15). Trigona spinipes, Euglossa melanotricha e Apis mellifera
foram as espécies mais abundantes com 142, 122 e 115 individuos amostrados,
respectivamente. Juntas, essas trés espécies corresponderam a 37,75% dos individuos coletados,
51,8% dos Apidae e 85% dos Apidae corbiculados.

Sousa et al. (2019) afirmaram que a maior parte do consumo e da exportacdo da propolis
no Brasil é produzida pelas abelhas Apis mellifera africanizadas (Apis mellifera scutellata).
Esses autores explicam que devido a capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes e
condicdes, o que facilita a sua producdo em diferentes biomas, essa espécie esta atualmente
presente em todo o territorio brasileiro.

Outro fato sobre a prépolis é que a resina que compde esse produto é coletada da
vegetacdo que fica em torno da colmeia. O voo de uma abelha Apis mellifera abrange um raio
de cerca de 3 km ao redor da colmeia, de onde as abelhas coletam polen e néctar para
alimentacdo, bem como a resina para a producdo da prépolis. Os fatores que direcionam as
abelhas para as plantas propoliniferas, plantas fornecedoras de material para a producdo de
prépolis, ainda sdo poucos elucidados, mas sabe-se que elas sdo seletivas nesta coleta (Silva K.,
2018; Ferreira, 2019). Uma hipotese é que esta escolha esteja relacionada com a atividade
antimicrobiana da resina, ja que as abelhas utilizam a propolis como um antisséptico para
protecdo de toda a colmeia (Silva K., 2018).

A propolis é considerada um produto de origem animal, pois antes de ser adicionado aos

compartimentos da colmeia, o material vegetal entra em contato com o sistema digestivo da
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abelha, principalmente a saliva (Suran et al., 2021). Embora utilizado extensivamente pela
humanidade desde os tempos mais remotos (Cunha, 2018), esse produto tem atraido o interesse
dos pesquisadores desde a década de 1970, que buscam um composto que possa ser uma
alternativa para o controle e tratamento de doencas infecciosas, particularmente as causadas por
bactérias multirresistentes (Bouchelaghem, 2022).

De acordo com Silva (2019), o termo propolis jé era descrito no século XV1 na Franca,
porém somente no ano de 1908 surgiu o primeiro trabalho cientifico sobre suas propriedades
quimicas e composicdo, indexado no Chemical Abstracts (referéncia nimero 192). Somente no
comeco do século 19 a atencdo pela propolis retornou, quando foi estudada por Nicolas Louis
Vauquelin, um farmacéutico e quimico francés. Ainda segundo Silva (2019), no Brasil a
primeira publicacdo sobre a propolis ocorreu em 1984, em uma pesquisa comparando o efeito
da propolis com a acdo de antimicrobianos na inibicdo de Staphylococcus aureus, onde a
propolis brasileira estudada exibiu mais atividade do que varias das drogas testadas.

Desde a antiguidade, a prépolis é utilizada como medicamento tradicional popular, sendo
administrada isoladamente ou em combinagdo com outras substancias naturais, no tratamento
de feridas (Bouchelaghem, 2022). Segundo Cunha (2018) a prépolis era conhecida como cera
preta por varios povos, dentre eles gregos, romanos e egipcios. O autor relata que 0s egipcios
utilizavam a propolis para embalsamar os mortos devido a sua propriedade antiputrefativa, ja
0s médicos gregos e romanos a utilizavam como antisséptico e agente cicatrizante.

De acordo com Amarante et al. (2019) os compostos ativos mais importantes da prépolis
sdo os flavonoides, terpendides, fenilpropandides, acidos aromaticos e os compostos fendlicos.
O teor de flavonoides pode ser utilizado como parametro de qualidade, uma vez que 0s
flavonoides possuem a capacidade de capturar radicais livres e inibir a peroxidacao lipidica,
sendo a atividade bioldgica da propolis frequentemente associada a presenca desses compostos
(Farida et al., 2022). Apesar da padronizacao terapéutica da propolis ser um desafio e ser dificil
estabelecer a relagdo entre tipos definidos de propolis e atividades bioldgicas especificas, a
presenca de uma quantidade significativa de um composto especifico pode levar a expectativa
de gque o extrato tenha o potencial para mostrar bioatividades ligadas a este componente (Silva
etal., 2021).

A aplicagdo da propolis bruta ndo é apropriada em tecnologia de alimentos, industria
farmacéutica ou cosmética devido ao alto teor de impurezas que devem ser removidas. Para
iss0, 0s compostos bioativos da propolis sdo extraidos por meio da utilizacdo de solventes

orgénicos. Com esse processo é esperada a eliminagdo de materiais inertes e a preservagéo das
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fracBes polifendlicas. A extracdo com etanol é especialmente apropriada na obtencdo de
extratos desparafinados ricos em componentes polifendlicos. Por outro lado, a extracdo
utilizando agua pura é adequada para a aquisicao de extratos contendo acidos fenolicos soluveis
em agua (Pobiega et al., 2019)

No Brasil sdo relatados 13 tipos diferentes de propolis, de acordo com suas caracteristicas
fisico-quimicas, além da aparéncia, coloracdo dos extratos e propriedades bioldgicas: grupos 1,
2, 3,4 e 5 - propolis da regido sul; grupos 6, 7, 8, 9 10 e 11 — propolis da regido Nordeste e 0
grupo 12 de propolis da regido sudeste. O ultimo tipo, recentemente relatado, grupo 13, pertence
a regido Nordeste do Brasil, a propolis vermelha (Ferreira, 2019; Silva, et al., 2021).

As prépolis brasileiras dos tipos verde e vermelha de mangue sdo as que mais se
destacam em comparagdo com 0s tipos mais recentes, como prépolis amarela e marrom, que
ainda precisam ser melhor caracterizadas (Ferreira, 2019; Bouchelaghem, 2022). A prépolis
verde € obtida a partir do alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) e é produzida por
abelhas localizadas no sul de Minas Gerais e no norte de S&o Paulo (Cunha, 2018), enquanto a
prépolis vermelha obtida de exsudatos resinosos da rabo-de-bugio ou marmelo-do-mangue
(Dalbergia ecastophyllum) (Ferreira, 2019). A propolis preta € obtida da planta jurema preta
(Mimosa tenuiflora), planta nativa da caatinga (Cunha, 2018).

3.3 Propriedades bioldgicas da propolis

Vaérias pesquisas evidenciaram que a propolis possui diversas propriedades bioldgicas,
incluindo atividades antibacteriana, antiviral, antifingica, anticancerigena, antioxidante,
antisséptica, imunomoduladora e anti-inflamatéria.

Com relacdo a atividade antibacteriana, Pobiega et al. (2019), avaliando extratos da
propolis de Battow, parte sul do centro da Pol6nia, obtidos por trés técnicas de extracéo
distintas, demonstrou que todos 0s extratos apresentaram atividade antibacteriana porém, tal
atividade, variou com o método de extracdo e com as espécies de bactérias testadas, com S.
aureus apresentando as maiores taxas de inibicao.

Fujimoto (2016) demonstrou que o extrato etanodlico de prépolis verde inibiu o
crescimento de bactérias Gram-positivas em processos infecciosos. Comprovou ainda que a
combinacdo de certos compostos fenolicos predominantes, como galangina, crisina e
pinocembrina, em amostras de propolis, foi eficaz no combate a bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas.
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Barreiras et al. (2020) avaliaram a eficacia do extrato da prépolis de abelha Jatai contra
bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e
Gram-negativas (Escherichia coli, Klebisiela pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa). As
concentragdes testadas demonstraram ser efetivas contra os microrganismos avaliados, com K.
pneumoniae a mais sensivel entre as cepas Gram-negativas, sendo inibida a uma concentracéo
de 62,5 ug/mL. Essa mesma concentracao inibiu o crescimento de todas as espécies de bactérias
Gram-positivas avaliadas.

Extratos de propolis de diversas origens geograficas (Alemanha, Irlanda e Republica
Tcheca) foram avaliados quanto a composicdo quimica, atividades bioldgicas e propriedades
sinérgicas com antimicrobianos (AlI-ANI et al., 2018). Esses autores relataram que todas as
amostras testadas apresentaram efeito antibacteriano moderado contra bactérias patogénicas
Gram-positivas, com concentracdo inibitéria minima (CIM) variando de 0,08 mg/mL a 2,5
mg/mL. Além disso, 0s extratos avaliados demostraram atividade moderada contra cepas de
referéncia e isolados clinicos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
enterococos resistentes a vancomicina (VRE), com CIM entre 0,3 mg/mL e 2,5 mg/mL.

Al-ANI et al. (2018) também avaliaram os extratos de prépolis contra bactérias Gram-
negativas. Segundo esses autores a maioria dos extratos etandlicos apresentou eficacia
moderada, com CIM entre 0,6 mg/mL e 5 mg/mL. Por outro lado, o extrato aquoso mostrou
baixa atividade contra bactérias Gram-negativas, com CIM variando de 1,2 mg/mL e 5 mg/mL.
O estudo também mostrou que além da eficacia antibacteriana, os extratos tiveram atividade
antifangica contra cepas de referéncia e isolados clinicos. Nesse mesmo estudo, 0s extratos de
prépolis apresentaram atividade sinérgica com o0s antimicrobianos testados contra
microrganismos resistentes, especialmente com compostos que inibem a sintese da parede
celular.

Xavier e colaboradores (2023), avaliando a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico da propolis vermelha brasileira contra isolados de Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae com fenotipo de resisténcia ESBL e/ou KPC, relataram CIM de 2,05 e 0,13 mg/mL
e concentracdo bactericida minima (CBM) de 15,63 e 3,91 mg/mL, para esses microrganismos,
respectivamente.

Com relacdo a atividade da propolis em células cancerigenas, Mendonca et al. (2015)
detectaram atividade citotoxica do extrato etandlico da propolis vermelha em linhagens
tumorais humanas SF-295 (glioblastoma), OVCAR -8 (ovario) e HCT-116 (colon),

demonstrando que a propolis tem potencial de compor formulas medicamentosas dirigidas ao
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tratamento de doencas cancerigenas. Os autores relataram que na concentragdo de 50 pg/mL o
extrato etandlico exerceu atividade citotoxica significativa contra todas as trés linhagens
celulares testadas.

A atividade antibiofilme da prépolis foi relatada por véarios pesquisadores. Santos et al.
(2019) observaram que as fragdes etandlica e hexanica foram capazes de interferir nos primeiros
estagios de formacdo do biofilme, com o extrato etan6lico demonstrando melhor desempenho
no tempo zero (P < 0,05), o que Ihe confere a possibilidade de atuar como agente terapéutico
no inicio das infeccdes. EI-Guendouz et al. (2018) também relataram a inibicao da formacao de
biofilme por diversas cepas MRSA na presenca de propolis. Os autores associaram essa
atividade a presenca de diterpenos e fendis, principais grupos de compostos na propolis
marroquina utilizada no estudo.

Silva et al. (2021) relataram a atividade in vitro exibida pelas benzofenonas
polipreniladas, gutiferona E, xantoquimol e oblongifolina, contidas no extrato de prépolis
vermelha, contra a formagdo de biofilmes produzidos por duas cepas multirresistentes
frequentemente adquiridas em hospitais. Os autores afirmaram que esses metabolitos, em
baixas concentracdes, foram capazes de inibir a formacéo de 50% dos biofilmes produzidos por
cepas de referéncia e isolados clinicos de S. aureus e Staphylococcus epidermidis.

As propriedades anti-inflamatdrias da prépolis foram estudas por Sahlan et al. (2021).
Para essa analise foram observadas as concentracGes de TNF-a (Fator de Necrose Tumoral),
INOS (6xido nitrico sintase induzivel) e NO (6xido nitrico), importantes marcadores da resposta
inflamatdria. O extrato de propolis, na concentracdo de 120 pg/mL, reduziu a producao de NO.

Silveira et al. (2021) conduziram estudo com um produto padronizado de propolis
(Extrato Padronizado de Prépolis Verde Brasileiro - Apis Flora), em pacientes adultos
hospitalizados com COVID-19. Os pacientes receberam tratamento padrdo mais o extrato de
prépolis na dose oral de 400 mg/dia (n=40) ou 800 mg/dia (n=42) por sete dias, ou apenas
tratamento padrdo (n=42). Foi constatado que o tempo de internacdo hospitalar apos a
intervencdo foi significativamente reduzido em ambos 0s grupos que receberam propolis em
comparacdo ao controle. Porém, com a dose mais elevada, um namero significativamente
menor de pacientes desenvolveu leséo renal aguda, quando comparado ao grupo controle. Os
autores sugeriram que a propolis seja utilizada como tratamento coadjuvante da COVID-19,
por ser segura e reduzir o tempo de internacéo.

A acdo antioxidante da propolis também tem sido estudada e tém-se obtido resultados

positivos, comprovando o potencial desse produto em capturar radicais livres (Mendonca et al.,
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2015; El-Guendouz et al., 2018; Farida et al., 2022). De acordo com Farida et al. (2022), o
potencial redutor das amostras provavelmente se deve aos compostos fitoquimicos dos extratos
de propolis. EI-Guendouz et al. (2018) identificaram uma forte correlacdo entre as quantidades

de fenois e flavonoides com as atividades antioxidantes das amostras de préopolis avaliadas.
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4. CAPITULO Il - PRODUCOES CIENTIFICAS

ARTIGO CIENTIFICO - CARACTERIZACAO QUIMICAE
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO
DA PROPOLIS PRODUZIDA NA MICRORREGIAO DE
GARANHUNS, PE.

RESUMO

O uso incorreto de antimicrobianos tem levado a selecdo de microrganismos resistentes,
impulsionando a busca por alternativas eficazes e econdmicas para o tratamento de doencas
causadas por patdgenos multirresistentes. A propolis, conhecida por seus efeitos antioxidantes,
anti-inflamatorios, anticancerigenos e antimicrobianos, surge como um antimicrobiano natural
promissor. Pesquisadores continuam a investigar a complexa composi¢cdo da propolis para
desvendar seu potencial bioldgico, especialmente sua atividade antimicrobiana contra uma
variedade de microrganismos multirresistentes. Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo identificar compostos quimicos e avaliar as atividades antimicrobiana e antibiofilme
do extrato hidroalcoolico da prépolis produzida na microrregido de Garanhuns, PE, Brasil. Os
resultados da prospeccao fitoquimica indicaram que os extratos da prépolis apresentavam
fendis, taninos condensados, chalcona/auronas, flavononois, catequinas,
flavanonas/flavonois/xantonas, triterpendides, saponinas, alcaldides e antronas. O teor total de
compostos fendlicos variou de 280,99 a 783,64 mgEAG/g, enquanto o de flavonoides de 224,17
a 815,64 mgEQ/g. Contra cepas de Staphylococcus aureus o extrato testado demonstrou
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 31,25 e 62,5 pg/mL, e concentracdo bactericida
minima (CBM) de 125 e 250 pug/mL. No teste de inibicdo da formacdo de biofilme por
Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina, ndo foi observado efeito significativo (p >
0,05) entre as trés concentragdes testadas do extrato de propolis, embora a producdo de biofilme
por 80% dos isolados tenha sido inibida a percentuais variando de 3,9 a 97,6%. A avaliacdo da
capacidade do extrato de prépolis em desagregar biofilmes formados demonstrou uma baixa
eficacia desse produto natural nas concentragdes avaliadas e nenhuma capacidade de erradicar
essa estrutura. Os resultados do presente estudo demonstraram que o extrato da propolis
avaliado apresenta atividade antimicrobiana e antibiofilme, sugerindo que o produto tem

potencial para compor formulagdes farmacéuticas.

Palavras-chave: composicao quimica; produto natural; antimicrobiano.
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ABSTRACT

The incorrect use of antimicrobials has led to the selection of resistant microorganisms,
driving the search for effective and economical alternatives for the treatment of diseases caused
by multidrug-resistant pathogens. Propolis is known for its antioxidant, anti-inflammatory,
anticancer and antimicrobial effects, therefore appears as a promising natural antimicrobial.
Researchers continue to investigate the complex composition of propolis to uncover its
biological potential, especially its antimicrobial activity against a variety of multidrug-resistant
microorganisms. In this context, the present study aimed to identify chemical composition,
evaluate the antimicrobial and antibiofilm activities, as well as the ability to reverse the
antimicrobial resistance phenotype of the hydroalcoholic extract of propolis produced in the
microregion of Garanhuns, PE, Brazil. The results of the phytochemical prospecting indicated
that the propolis extracts presented phenols, condensed tannins, chalcone/aurons, flavonols,
catechins, flavanones/flavonols/xanthones, triterpenoids, saponins, alkaloids and anthrones.
The total content of phenolic compounds ranged from 280.99 to 783.64 mgEAG/g, while that
of flavonoids from 224.17 to 815.64 mgEQ/g. Against strains of Staphylococcus aureus, the
tested extracts demonstrated minimum inhibitory concentration (MIC) of 31.25 and 62.5
pug/mL, and minimum bactericidal concentration (MBC) of 125 and 250 pg/mL. In the test to
inhibit biofilm formation by Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis, no
significant effect (p > 0.05) was observed among the three propolis extract concentrations
tested, although biofilm production by 80% of the isolates was inhibited at percentages ranging
from 3.9 to 97.6%. The evaluation of the capacity of propolis extract to disaggregate formed
biofilms demonstrated low efficacy of this natural product at the concentrations evaluated and
no capacity to eradicate this structure. The results of the present study demonstrated that extract
of propolis evaluated has antimicrobial and antibiofilm activity, suggesting that the product has
the potential to form part of pharmaceutical formulations.

Keywords: chemical composition; natural product; antimicrobial.
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INTRODUCAO

A descoberta dos antimicrobianos foi um marco na medicina do século XX,
possibilitando que inimeras vidas fossem salvas. Esses compostos quimicos sdo capazes de
inibir o crescimento ou causar a morte de microrganismos. Porém, o uso incorreto desses
farmacos é o principal fator que contribui para o surgimento e disseminacdo de cepas
bacterianas resistentes (Amarante et al., 2019; Silva; Ortega, 2022; Bouchelaghem, 2022).

A Resisténcia Antimicrobiana (RAM) tem tornado diversos tratamentos ineficazes,
causando diversos problemas aos pacientes, como também aos profissionais da &rea de salde,
Orgdos publicos, industrias farmacéuticas e pesquisadores (Oliveira; Pereira; Zamberlam,
2020). Vale ressaltar que a RAM também ¢é uma questdo importante de saude publica global
(Silva et al., 2021).

Segundo Silva e colaboradores (2020), anualmente, aproximadamente quatro milhdes
de pessoas adquirem infec¢des relacionadas a ambientes hospitalares, resultando em cerca de
37.000 obitos devido a infeccBes causadas por microrganismos. A maioria dessas mortes
(67,6%) é causada por bactérias multirresistentes. Estudos conduzidos por O'Neil (2016),
indicam que a RAM causara cerca de 10 milhGes de mortes até 2050, tornando-se mais letal do
gue o cancer.

Com relacdo ao uso de antimicrobianos na agropecuéria, € de acordo com Oliveira,
Pereira e Zamberlam (2020), o consumo desses insumos duplicara até o ano de 2030, tanto no
Brasil quanto em outros paises, inclusive desenvolvidos. No estudo realizado por Oliveira et al.
(2019) com o objetivo de caracterizar o descarte de Residuos de Servigos de Saude Animal
(RSAS) em um municipio da regido Sul do Brasil, principalmente os farmacos de uso
veterinario, concluiu-se que a classe de medicamentos mais utilizada foi a dos antimicrobianos.
Além disso, os autores constataram que o0 descarte desses compostos quimicos era inadequado,
podendo causar efeitos adversos a saide humana, animal e ambiental.

A antibioticoterapia é uma das medidas recomendadas para o tratamento das mastites
clinicas e como terapia no periodo seco das fémeas e, nesse contexto, € a enfermidade
responsavel pelas maiores quantidades de antimicrobianos utilizados em rebanhos leiteiros
(Beloni et al., 2020; Carvalho et al., 2021; Silva et al., 2023). Embora diversos trabalhos
discutam amplamente o uso racional de antimicrobianos na producéo animal e, particularmente,
no tratamento de mastites (Cades et al., 2017; Alves et al., 2020; Carvalho et al., 2021), a
utilizacdo incorreta (dosagem, tempo de tratamento, uso abusivo) ainda é uma realidade, haja

vista a grande quantidade de estudos que demonstram frequéncia elevada de cepas bacterianas
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resistentes e multirresistentes, isoladas de casos de mastite (Kurosawa et al., 2020; Lucas et al.,
2021; Lopes et al., 2022).

Dentre os diversos agentes bacterianos causadores de mastite bovina, Staphylococcus
aureus (S. aureus) continua sendo o mais importante (Amarante et al., 2019; Kurosawa et al.,
2020), seja devido aos danos a glandula mamaéria da fémea acometida, seja pelos prejuizos
econdmicos gerados pela queda da producdo e qualidade do leite, aumento da méo de obra,
tratamento, descarte do leite, descarte e secagem prematura, perda de quartos mamarios e até
mesmo a morte de animais (Carvalho et al., 2021).

A mastite por S. aureus também deve ser considerada como um importante risco a saude
publica, visto que cepas multirresistentes desse patégeno poderdo ser veiculadas para a
populacdo através do consumo de produtos lacteos ndo pasteurizados (Souza et al., 2020;
Neelam et al., 2022).

Diante disso, surge a necessidade de buscar, por meio de pesquisa cientifica, novos
compostos que representem alternativas terapéuticas viaveis. Nesse contexto, a propolis tem se
mostrado promissora, pela facilidade de obtencdo e por suas indmeras propriedades
farmacoldgicas demonstradas nos ultimos anos (Monteil et al., 2022; Sobreira et al., 2020;
Sahlan et al., 2021; Bouchelaghem et al., 2022). Contudo, a padronizagéo e uso desse produto
em tratamentos clinicos € um desafio devido a diversidade da sua composi¢do quimica, o que
torna necessaria a realizacéo de novas pesquisas (Amarante et al., 2019; Bouchelaghem, 2022).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi quantificar o teor total de fendis e flavonoides,
avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do extrato hidroalc6olico da prépolis

produzida na microrregido de Garanhuns, PE,

MATERIAL E METODOS

Origem e coleta das amostras de propolis

As amostras de préopolis foram obtidas do apiario pertencente a Universidade Federal
do Agreste de Pernambuco, localizada no municipio de Garanhuns, o qual faz parte da
Microrregido de Garanhuns, Pernambuco, situado a 08° 53’ 25” de latitude sul e 36° 29’ 34” de
longitude oeste. Para a coleta da propolis utilizou-se coletor especifico adaptado a cada colmeia,
coletando-se nove amostras (designadas de 01 a 09) de trés colmeias distintas e com intervalo

de 2 meses (tabela 01). O projeto de pesquisa foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do
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Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob o cadastro de
namero ASAOFOE.

Extracédo da prépolis

O extrato hidroalcéolico de propolis foi obtido de acordo com a metodologia de
Mendonca et al. (2015), com adaptacGes. Apos a solubilizacdo da amostra em alcool 70% na
proporcédo de 1:10, a substancia foi filtrada e reduzida em rota evaporador. As amostras foram
entdo liofilizadas e armazenadas em freezer a -20 °C. Para as analises preparou-se solucéo
estoque utilizando dimetilsulféxido (DSMSO) a 5% como solvente. A solucdo foi armazenada
em frasco &mbar e mantida sob refrigeracéo até o uso. Antes de cada analise uma aliquota desta
solucdo (100 pL) foi submetida a teste de esterilidade utilizando-se placas de agar sangue ovino
5%.

Prospeccao fitoquimica

Realizou-se ensaio qualitativo de prospeccao fitoquimica utilizando-se metodologia de
referéncia (Matos, 1997). Para a identificagdo de fendis e taninos utilizou-se reagdo com cloreto
de ferro (FeCls) a 2%. O teste para detectar flavonoides, antocianinas e antocianidinas, flavonas,
flavandis e xantonas, chalconas e auronas, leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas foi
realizado com acido cloridrico (HCI) a um pH 3 e hidroxido de sédio (NaOH) a um pH 8,5 e
11. Para esteroides e triterpendides realizou-se extragdo com cloroformio (CHCIls), anidrido
acético (Ac20) e acido sulfurico (H2SO4), enquanto para saponinas realizou-se teste de agitacdo
para formacdo de espuma. Para os alcaloides antraquinonas, antronas e cumarinas o teste de
cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizado e para alcaldides o reagente de

Dragendorff.

Determinacéo do contetdo de fenois e flavonoides totais

Para a determinacéo do conteudo de fenolicos totais dos extratos, foram realizados testes
quantitativos pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Slinkard; Singletonet,
1977), com modificacdes, utilizando acido galico como composto fenolico padrdo. A

absorbancia foi estimada a 760 nm. A curva padrdo foi construida utilizando-se solucdo de
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acido galico a 0,5 mg/mL, 4gua destilada, Folin-Ciocalteu ¢ solu¢dao de Na-COs a 15%. A curva
teve equacdo de reta y = 0,0904x — 0,0233 e coeficiente angular de R? = 0,9894. Os resultados
foram expressos em miligrama equivalentes de &cido galico (mgEAG)/g de extrato. Os
flavonoides totais foram estimados pelo método de Woisky e Salatino (1998), com adaptacoes,
utilizando quercetina como flavonoide padréo. A absorbancia foi medida a 420 nm. Para a curva
padrdo utilizou-se quercetina a 0,5mg/ml, metanol e cloreto de aluminio (AICI3) a 5%. A curva
teve equacao de reta y = 0,0736x — 0,0194 e coeficiente angular de R? = 0,9805. Os resultados

foram expressos em miligrama equivalentes de quercetina (mgEQ)/g de extrato.

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Para os testes foram utilizadas trés cepas
de Staphylococcus aureus (S. aureus): ATCC 25923, cepa MRSA 86PE (isolado clinico de
origem humana) e amostra 128P (isolado de mastite bovina). Para a determinacao da CIM foi
utilizada a técnica da microdiluicdo, de acordo com técnica padrdo (CLSI, 2018) e com as
adaptacOes sugeridas por Santos et al. (2019). Dessa forma, placas estéreis de microcultivo de
96 pogos de fundo em “U” foram preparadas com caldo Mueller Hinton, extrato bruto da
propolis (concentracdo variando de 1000 pg/mL a 7,81 pg/mL) e inoculo bacteriano na
concentracdo final de 5x10° UFC/mL. Em todas as placas foram preparados pogos com caldo
Mueller Hinton+extrato, caldo Mueller Hinton+inoculo, caldo Mueller Hinton+DMSO
5%-+indculo e pogos com cloranfenicol+indculo, representando controles de qualidade da
técnica. As placas foram incubadas a 37°C/24h e a CIM determinada como a menor
concentracdo do extrato da prépolis que inibiu o crescimento bacteriano aparente. As amostras
bacterianas foram avaliadas em triplicata e o experimento realizado em duplicata. Para a
determinacdo da CBM, aliquotas de cada poco do experimento acima descrito foram
distribuidas na superficie de placas de agar TSA (Tryptic Soy Agar, Kasvi, Brasil). As placas
foram incubadas a 37°C/24h e a CBM determinada como a menor concentra¢do do extrato da
prépolis onde ndo houve crescimento bacteriano (Silva et al., 2021). O teste foi realizado em

triplicata e o experimento em duplicata.
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Atividade inibitéria de biofilme

Para avaliar a capacidade do extrato de propolis de inibir a producéo de biofilme foram
avaliadas 20 amostras de S. aureus previamente isoladas de casos de mastite bovina (Vieira et
al., 2024). A cepa S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo nos
experimentos. Os isolados bacterianos foram previamente investigados quanto a habilidade de
produzir biofilme, de acordo com a metodologia e critérios de interpretacdo sugeridos por
Darwish e Asfour (2013), com modificacdes. Para o experimento de inibicdo da producédo de
biofilme os isolados bacterianos foram cultivados em 10 mL de TSB glicosado a 1% e
incubados a 37°C overnight. Apds isso, os inoculos foram diluidos a 1:40 (aproximadamente 2
x 10" UFC/mL) e 100 pL transferidos para placa de microtitulagéo de fundo chato, previamente
preparadas com 100 pL do extrato da propolis (concentracdo final em cada poco correspondente
a 50, 25 e 12,5% da CIM, de acordo com Nostro et al., 2007). Pogos com TSB e com TSB+S.
aureus ATCC 25923, representaram controle negativo e positivo, respectivamente. As placas
foram incubadas a 37°C/24h e, posteriormente, seguiram-se as etapas de lavagem, fixacdo,
coloracdo e leitura a 570nm (Darwish; Asfour, 2013). O teste foi realizado em triplicata e o
experimento em duplicata. A eficicia do extrato em inibir a producéo de biofilme foi definida
a partir do percentual de inibicdo calculado a partir da seguinte formula: % inibicdo = (1-
(OD+1/0ODy)) x 100, onde: ODt= média das ODs da amostra ap0s a exposi¢do ao extrato de

prépolis; e OD; = média das ODs da amostra antes da exposi¢éo ao extrato de prépolis.

Atividade desagregadora de biofilmes formados

A desagregacao de biofilmes formados foi avaliada através da metodologia de producgéo
de biofilme, como descrita anteriormente, com modificacdes. Apds a etapa de lavagem das
placas, foram adicionados a cada poco 200 pL de extrato de propolis nas seguintes
concentracdes: 2x e 4x a da CIM; concentragédo igual a da CBM e 2x a da CBM. As placas
foram lidas a 570 nm, registrando-se a OD imediatamente ap0ds a adigdo do extrato (Oh) e apds
24 horas de incubacdo (24h). A capacidade do extrato em desagregar biofilme foi determinada
COMo a menor concentragao que ndo causou aumento na densidade oOtica apds 24h (OD24h) em
comparacéo a leitura inicial (ODOh) (Nostro et al., 2007). Para as amostras que apresentaram
OD24h inferior a ODOh foi avaliada a erradicagdo do biofilme por meio da transferéncia de

amostra do biofilme (retirado do fundo de cada pogo por escarificagdo) para placa de TSA que
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foi incubar a 37°C por até 72 horas, quando foi confirmada a erradicacdo através da auséncia

de colonias bacterianas na superficie da placa (Nostro et al., 2007).

Andlise estatistica

Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva. Posteriormente, o teste de
Lilliefors foi utilizado para verificar a normalidade dos dados e o teste de Kruskal-Wallis para
comparar a producdo de biofilme entre as amostras bacterianas expostas as diferentes
concentragfes de préopolis, bem como, entre as concentragdes de prdpolis. O nivel de
significancia foi de 5%. O software utilizado foi o BioEstat 5.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como demonstrado na tabela 1, foram coletadas nove amostras de prdpolis no periodo
de setembro de 2018 a fevereiro de 2019, com rendimento meédio de 32,4% de extrato, apds o

processo de liofilizacéo.

Tabela 1 — Coleta, peso e rendimento de amostras de prépolis produzida na

microrregido de Garanhuns, PE, Brasil.

Amostra Data da Peso da Peso do extrato Peso ap0s Rendimento do
coleta amostra (g) bruto (g) liofilizac&o (Q) extrato (%)
01 25/09/2018 18,229 12,699 5,599 30,7%
02 25/09/2018 30g 17,019 10,439 34,8%
03 25/09/2018 549 26,98¢ 16,719 30,9%
04 20/11/2018 39,69 13,309 8,679 21,9%
05 20/11/2018 18g 9,399 6,769 37,6%
06 20/11/2018 6,529 3,429 2,799 42,8%
07 15/02/2019 469 16,739 11,159 24,2%
08 15/02/2019 849 31,119 24,869 29,6%
09 15/02/2019 659 35,609 26,269 40,4%
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A prospeccdo fitoquimica das amostras dos extratos de prépolis mostrou variacdo de

constituintes entre as amostras (tabela 2). De forma geral, as amostras de propolis apresentaram

em sua composicao: fendis, taninos condensados, chalcona/auronas, flavononois, catequinas,

flavanonas/flavonois/xantonas, triterpenoides, saponinas, alcaldides e antronas.

Tabela 2 - Constituintes quimicos de extratos de prépolis produzida na Microrregido

de Garanhuns, PE.

Constituintes quimicos*

Extrato

01 02 03

04 05 06

07 08 09

Fenois - + 4+
Taninos Hidrolisaveis - - -

Taninos condensados -+ 4+
Antocianinas/antocianidinas - - -
Flavanonas/flavonois/xantonas - - -
Chalconas/auronas + - -
Flavononois - + -
Leucoantocinidinas - - -
Catequinas - - -

Flavanonas/flavonois/xantonas - + -

Flavanois/flavanonas/flavononois/xant
Esterdides - - -
Triterpendides + +  ++
Saponinas + + 4+
Alcalbides - - +
Antragquiononas - - -
Antronas - - 4+

Cumarinas - - -

+

+

+

* + coloragéo clara; ++ coloracgdo intensa; - sem alteracéo
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Mohiuddin et al. (2022) identificou a presenca de alcaloides, saponinas, taninos e
resinas, através de técnicas de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS), da propolis da regido da Caxemira. Mendonca et al. (2015), investigando a prépolis
vermelha brasileira, realizou uma triagem fitoquimica por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas com transformada de Fourier (LC-Orbitrap-FTMS), detectou a
presenca de compostos fendlicos, flavonoides e triterpenoides pentaciclicos. E importante
destacar que as técnicas utilizadas pelos autores citados sdo mais precisas que a utilizada no
presente estudo, porém os compostos detectados foram semelhantes.

Os resultados da determinacéo dos teores totais de fenois e flavonoides estdo resumidos
na tabela 3. O presente estudo revelou valores superiores desses compostos quando comparados
aos encontrados em estudos anteriores. Amarante et al. (2019), avaliando dois extratos
comerciais de prépolis verde, encontraram valores de 17,45 e 126,22 mgCAE/g (miligrama
equivalente a catequina) para flavonoides totais e de 51,06 e 73,12 mgEAG/g (miligrama
equivalene a &cido galico) para fenois totais. Bouchelaghem et al. (2022) identificaram
concentracgdes entre 10,4 e 71,1 mgEAG/g para fendis totais e entre 33,8 e 273,2 mgCAE/g para
flavonoides totais em extratos de prépolis hdngara. Por sua vez, as concentracdes encontradas
por Yazdanian et al. (2022), para extratos de prdpolis iraniana, variaram de 5,5 a 35,5 mg/g
para fendis e de 2,2 a 63,3 mg/g para flavonoides.

A alta variabilidade nos teores totais de fenol e flavonoides observada entre os estudos
¢ atribuida as diversas fontes de exsudato vegetal e a localizacdo especifica dos apiarios
(Amarante et al., 2019). Além disso, a variacdo nos teores fendlicos dos extratos de propolis
pode ser influenciada ainda pelo tipo de solvente e padréo utilizados, bem como pela proporcéo
de solventes e pelos métodos de extracdo (Suran et al., 2021; Yazdanian et al., 2022).

Para avaliar a atividade antimicrobiana foi selecionada a amostra EHO3, por apresentar
a maior concentracdo de compostos fenolicos totais. Dessa forma, a Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) desse extrato foi de 31,5 pg/mL e
250 pg/mL, respectivamente, para os isolados clinicos (S. aureus isolado de mastite bovina e
MRSA de origem humana) e de 62,5 pg/mL e 125 pg/mL, nesta ordem, para a cepa de

referéncia.
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Tabela 3 - Médias dos teores totais de fenois e flavonoides de extratos hidroalcéolicos da
prépolis produzida na microrregido de Garanhuns, PE, Brasil.

Fendis (MgEAG*/g) Flavonoides (mgEQ**/qg)
Amostra
Média £ DP Média £ DP
EHO1 519,63+ 7,01 284,86 + 1,88
EHO2 588,95 + 5,79 815,65 + 6,37
EHO3 783,64 + 4,17 475,62 £ 1,55
EHO4 326,27 £ 2,86 412,66 + 0,91
EHO5 380,55 + 3,06 396,00 + 2,18
EHO6 614,03 + 2,56 342,37 £ 0,64
EHO7 448,98 + 5,04 267,16 £ 0,77
EHO8 280,99+ 7,75 224,17 £5,73
EHO9 338,51 + 3,27 316,01+ 1,24

*mgEAG = miligrama equivalente a acido galico; **mgEQ = miligrama equivalente a

quercetina

Em estudos conduzidos por outros investigadores a CIM de extratos de prépolis para
cepas de S. aureus foram superiores aos do presente estudo. EI-Guendouz et al. (2018) relataram
CIM de 360 pg/mL, enquanto CIM de 800 a 1200 pg/mL, 700 pug/mL e superiores a 500 pg/mL
foram observadas por AI-ANI et al. (2018), Cruz et al. (2019) e Silva et al. (2021),
respectivamente. No entanto, na literatura também encontram-se resultados de CIM para S.
aureus e outras bactérias Gram-positivas que foram bem inferiores aos do presente estudo,
como os de Yazdanian et al. (2022), que observaram CIM de 7 pg/mL.

Em relacdo a CBM os resultados obtidos por outros autores variaram de 7 a 468 pg/mL
(Yazdanian et al., 2022); 34,3 a 134,5 pg/mL para isolados clinicos e cepas de referéncia de S.
aureus (Amarante et al., 2019) e de 370 a 50.000 pg/mL para S. aureus e bactérias Gram-
negativas (Cruz et al., 2019).

No presente estudo a eficicia elevada da amostra EHO3, demonstrada por baixas
concentracdes inibitoria e bactericida minimas contra as trés cepas avaliadas, pode estar
relacionada ao teor elevado de fenolicos totais, como também ao teor de flavonoides,
observados no extrato. Em estudo conduzido por Amarante et al. (2019) foi observada uma
maior atividade do extrato que continha o maior teor de compostos fendlicos. De acordo com

estes e outros autores (Farida et al., 2022; Silva et al., 2021) os compostos fendlicos e,

46



destacadamente, os flavonoides, s&o um dos mais importantes grupos quimicos presentes na
propolis associados a atividade antimicrobiana demonstrada por esse produto natural. Segundo
Silva et al. (2021), apesar da padronizacdo terapéutica da propolis ser um desafio e ser dificil
estabelecer a relacdo entre tipos definidos de propolis e atividades bioldgicas especificas, a
presenca de uma quantidade significativa de um composto pode levar a expectativa de que o
extrato tenha o potencial para mostrar bioatividades ligadas a este componente.

Para avaliar atividade inibitoria e desagregadora de biofilmes foram utilizadas a CIM e
a CBM estabelecidas para os isolados clinicos, ou seja, 31,25 e 250 pug/mL, respectivamente.
Nos ensaios de inibi¢do da producédo de biofilme todas as amostras bacterianas avaliadas foram
positivas para a producédo de biofilme com 52,4% (11/21) classificadas como fortes produtoras,
23,8% (5/21) moderadas produtoras e 23,8% (5/21) fracas produtoras de biofilme. A exposicao
desses isolados as diferentes concentracGes do extrato de propolis alterou o percentual de
amostras em cada uma dessas categorias, como demonstrado na tabela 4.

O teste de Kruskal-Wallis mostrou que ndo houve diferenca estatistica (p > 0,5) entre as
diferentes concentracdes do extrato de propolis sobre a inibicdo de biofilme produzido pelas
amostras avaliadas (tabela 5). Este resultado impossibilitou a determinacdo da concentracédo
inibitéria minima de biofilme (CIMB) da amostra do extrato de propolis testada no presente
estudo.

Embora sem efeito significativo, todas as concentragBes inibiram biofilme em
percentuais suficientes para reduzir o nimero de amostras da categoria “forte produtora”,
aumentando o nimero de amostras nas categorias “fraca produtora” e “moderada produtora”.
Nenhuma das concentragdes testadas foi capaz de inibir biofilme em percentuais suficientes
para permitir o agrupamento de um maior nimero de amostras na categoria de “ndo produtora”.
Destaca-se que a cepa ATCC 25923 passou da categoria “moderada produtora” para a de “fraca
produtora”, em todas as concentragdes testadas.

O teste de Kruskal-Wallis indicou diferenca (p < 0,05) da formacéo de biofilme entre
os diferentes isolados bacterianos (tabela 5). Nesse sentido, do total de amostras de campo
avaliadas, em 16 (80%) a producéo de biofilme foi afetada por todas as concentracgdes testadas,
com percentuais de inibicdo variando de 3,9 a 97,6%. Em um isolado foi observada resposta
diferenciada, com o biofilme ndo sendo inibido por nenhuma das concentragcfes testadas,
enquanto o biofilme de trés isolados foi inibido apenas por uma ou trés das concentracdes
testadas, mas a niveis baixos de inibicéo. O biofilme formado pela cepa de referéncia foi afetado

por todas as concentragGes, com percentuais de inibi¢do variando de 25,2 a 32,3%.
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Tabela 4. Percentual de amostras de Staphylococcus aureus de acordo com a producéo de
biofilme, antes e ap6s exposicéo a diferentes concentracdes de extrato hidroalcodlico de

prépolis.
Apds
Categoria  Antes (n/%)
(n/%) 3,9 ug/mL 7,8 ug/mL 15,62 pg/mL
(12,5% da CIM) (25% da CIM) (50% da CIM)
nao
- - 2/9,5 1/4,8
produtora
fraco
5/23,8 16/76,2 11/52,4 11/52,4
produtora
moderado
5/23,8 5/23,8 7/33,3 8/38
produtora
forte
11/52,4 - 1/4,8 1/4,8
produtora
TOTAL  21/100 21/100 21/100 21/100

Os resultados do presente estudo apontam para um provavel papel da prépolis sobre a
inibicdo de biofilmes produzidos por isolados de S. aureus de mastite bovina. Uma vez que essa
estrutura favorece a persisténcia de um patdgeno bacteriano no sitio de infeccdo, bem como
dificulta o tratamento a base de antimicrobianos (Pedersen et al., 2021), um composto natural
que reduza sua producdo tem potencial de compor formulacgdes terapéuticas eficazes.

No estudo conduzido por Bouchelaghem et al. (2022), a CIMB variou de 50 pg/mL a
200 pg/mL para diferentes cepas de S. aureus, de referéncia e isolados clinicos. Por outro lado,
El-Guendouz et al. (2018), testando a concentracdo de 360 pg/mL de extrato de prépolis
marroquina, observaram que a producéo de biofilme por S. aureus ATCC 6538 néo foi afetada,
enquanto a das cepas MRSA foi significativamente prejudicada.

Segundo EI-Guendouz et al. (2018) a formacdo de biofilme bacteriano esta ligada ao
sistema de deteccdo de quorum sensing (QS) da célula bacteriana. Nos estafilococos, esse
mecanismo compreende o locus regulador do gene acessorio (agr) que controla a producédo de
um peptideo sinal autoindutor (AIP). Para estes autores, provavelmente o processo pelo qual a
propolis prejudica a formagdo de biofilme esta relacionado a interrupgdo do sistema QS, algo

gue ainda necessita ser entendido e esclarecido.
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Tabela 5. Percentual de inibicéo de biofilme de Staphylococcus aureus isolado de mastite
bovina por diferentes concentrag@es de extrato hidroalcéolico de propolis.

Isolado 3,9 ng/mL 7,8 pg/mL 15,62 pg/mL
(12,5% da CIM) (25% da CIM) (50% da CIM)

01 97.32 97.6° 97.62
02 82.5° 82.6° 85.4P
03 0.8° 10.9¢ 11.3¢
04 82.6° 85.1° 79.3°
05 35.7¢ 46.5¢ 53.3¢
06 14.1° 25.4¢ 15.8¢
07 79.0° 84.5° 83.0°
08 15.2¢ 15.6¢ 11.7¢
09 95.4¢ 96.12 95.5
10 80.9° 80.4° 82.6°
11 3.9 16.0° 19.9¢
12 0.0f 0.0° 0.0°
13 42.0¢ 53.44 48.6%
14 0.4 0.0° 0.0°
15 0.0f 6.3° 1.1¢
16 75.0° 77.7° 69.3¢
17 83.3° 82.6° 84.5°
18 94.7¢ 93.5° 94.7f
19 95.2¢ 91.1° 89.3P
20 85.0° 88.5° 88.5°

ATCC 25.2¢ 32.3¢ 30.29

H=58.7155 H= 58.1504 H=58.6800
p= 0.0000* p= 0.0000* p= 0.0000*

*Diferenga significativa ao nivel de 5,0%
Obs: Em cada concentracdo, letras distintas demonstram diferencas significativas entre as
amostras correspondentes.

A avaliacdo da capacidade do extrato de propolis desagregar biofilmes formados
demonstrou uma baixa eficacia desse produto natural nas concentracfes avaliadas. O extrato
EHO03 na concentracdo de 62,5 pg/mL (2xC1M) néo foi capaz de desagregar o biofilme formado
por nenhum dos isolados bacterianos avaliados, inclusive a cepa de referéncia. Nas
concentragdes de 125 pug/mL (4xCIM), 250 pug/mL (CBM) e 500 pg/mL (2xCBM) os biofilmes
formados por oito, 17 e 16 isolados, respectivamente, foram desagregados quando expostos por
24h ao extrato, porém a taxas extremamente baixas, com médias de 0,80, 2,60 e 3,47% para as
concentragdes de 4xCIM, CBM e 2xCBM, respectivamente. Interessante destacar que o
biofilme formado pela cepa de referéncia ATCC 25923 sofreu uma leve desagregacéo

(percentuais abaixo de 6%) quando exposto as concentracdes mais elevadas do extrato de
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propolis.

Os resultados da presente investigagdo apontam para uma resisténcia da estrutura do
biofilme ao extrato da prépolis testado, pelo menos as concentragdes utilizadas. Ressalta-se que
todas as amostras que demostraram qualquer percentual de desdagregacédo foram submetidas ao
teste de erradicacdo de biofilme, porém em todas as amostras observou-se crescimento
bacterianos apds 24, 48 ou 72 horas, sugerindo que a desagregacgdo de um biofilme, seguida por
sua erradicacdo, ndo € facil de ser obtido utilizando compostos quimicos.

A desagregacao de biofilmes por diferentes concentracdes de propolis foi observada por
outros investigadores, com percentuais mais elevados do que os observados no presente estudo.
Avaliando extratos de propolis de diferentes regides do Ird, Yazdaniam et al. (2022) obtiveram
percentuais de desagregacao de biofilme formado por S. aureus entre 4 a 60%. Bouchelaghem
et al. (2022) expuseram por 16 horas biofilmes formados por S. aureus a diferentess
concentracOes de extrato de prépolis e constataram aumento significativo da desagregacdo do
biofilme na maioria das cepas expostas as concentragdes de 15, 18, 48 e 52 pg/mL. No entanto,
duas cepas apresentaram maior resisténcia, demonstrando percentuais de desagregacao de 47%
e 87% apenas quando expostas a concentracdo de 200 pg/mL. Vale ressaltar que as condicdes
dos experimentos relatados no presente estudo e aquelas dos estudos conduzidos por
Yazdaniam et al. (2022) e Bouchelaghem et al. (2022) foram diferentes.

De acordo com Wojtyczka et al. (2013) o extrato de prépolis pode afetar as formas
planctonicas de bactérias com capacidade de formar biofilme, mas ndo a arquitetura do
biofilme. De toda forma, essa estrutura podera ser degradada, desde que seja padronizado o
tempo de exposicdo ao extrato de prépolis (Bouchelaghem et al., 2022). Para estes autores,
além do tempo de exposicdo, a erradicacdo de biofilmes formados é afetada pelo solvente
utilizado na extracao, cepas bacterianas avaliadas e origem das amostras de prépolis. Assim,
essas ponderacbes de Bouchelaghem e colaboradores apontam para a necessidade da
padronizacdo de métodos para avaliar o efeito do extrato de prépolis sobre a desagregracao de

biofilmes formados.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo a propolis produzida na microrregido
de Garanhuns apresenta teores médios a elevados de compostos fendlicos e flavonoides,

sugerindo atividade bioldgica daquele composto natural. A amostra do extrato avaliado
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demonstrou atividade antimicrobiana contra S. aureus e inibitoria de biofilmes produzidos por
S. aureus causadores de mastite bovina, indicando o potencial uso farmacéutico da propolis
produzida na regido. No entanto, trabalhos adicionais sdo necessarios para identificar
compostos ativos e relacionados as atividades observadas, além de avaliar um nimero maior de
amostras de campo.
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