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RESUMO

A conservagao da diversidade das abelhas é uma questao de sustentabilidade, tendo
importancia ecologica, econbmica e de seguranga alimentar, pois elas sdo os
polinizadores mais importantes para a reprodu¢ao das angiospermas. As abelhas sem
ferrdo, ou meliponineos, sédo as produtoras exclusivas de geopropolis, uma mistura de
terra ou barro com secregdes salivares, cera e exsudatos de vegetais, produto que
vem despertado o interesse da comunidade cientifica nos ultimos tempos devido as
suas propriedades biologicas. Tendo em vista o surgimento de superbactérias
resistentes a antibiéticos e o problema de saude mundial que isso esta se tornando,
terapias alternativas com produtos naturais estdo ganhando forga, caracterizando-se
pela eficacia, baixo custo e riscos minimos de efeitos adversos e resisténcia
bacteriana. Assim, este trabalho objetivou caracterizar fisico-quimicamente a
geopropolis in natura de Melipona quadrifasciata quadrifasciata, e avaliar o potencial
antimicrobiano do extrato hidroalcodlico dessa geoprépolis frente Cutibacterium acnes
e Staphylococcus epidermidis, bactérias protagonistas da microbiota cutanea. Para a
caracterizacgao fisico-quimica foram realizadas analises de soélidos soluveis em etanol,
teor de cinzas e umidade. Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato de
geopropolis foi utilizada a metodologia de disco-difusdo. O extrato foi testado em sua
concentragao inicial e em concentragdes de 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,5% e 1,0%.
Também foi formulada uma logao hidratante corporal a base de 1,5% de extrato de
geopropolis e foi avaliada a sua atividade antimicrobiana com relagdo as duas
mesmas bactérias. Os resultados de sodlidos soluveis em etanol apresentaram-se
acima de 35%, estando em conformidade com a legislagao brasileira para a prépolis
de Apis mellifera. Os teores de umidade e cinzas apresentaram valores médios 0,74
*+ 0,05% e 48,72 + 17,60, respectivamente. O primeiro estava dentro da legislacéo,
que traz um maximo de 8% para teor de umidade. O teor de cinzas, em contrapartida,
apresentou valores muito acima do recomendado, pois, segundo a legislagéo, esse
teor ndo deve ultrapassar 5%. Notou-se a necessidade de atualizar a legislagéo
existente para definir uma identidade e qualidade especificas para a geopropolis de
abelhas nativas. Com relagao ao estudo do potencial antimicrobiano, os testes com
extrato de geopropolis na concentragao inicial de 10% e 1,0%, e veiculado na logao
hidratante, foram capazes de inibir efetivamente C. acnes, formando halos de inibicao
maiores que 7,5 mm. S. epidermidis demonstrou ser inibida pelo alcool, e a
geopropolis apresentou-se como coadjuvante nessa inibicdo. Ainda, S. epidermidis
nao apresentou crescimento microbiano quando testada com o cosmético. Concluiu-
se que a geopropolis apresenta significativo atividade antimicrobiana frente C. acnes,
além de ser um produto apicola que ainda possui potencial a ser explorado.

Palavras-chave: abelhas sem ferrdo; geoprépolis; microbiota cutanea; atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

The bee diversity conservation is a sustainability issue, having ecological, economical
and food safety importance, because they are the main pollinators to the angiosperm
reproduction. The stingless bees, or meliponines, are the exclusive geopropolis
producers, a mix of mud or soil with salivary secretions, wax and plants exudates. This
bee product has been arousing interest of scientific community due to its biological
properties. In view of the spread of antibiotic resistant bacteria and the global health
problem that it is becoming, alternative therapies with natural products are emerging,
characterized by its effectiveness, low cost, the minimum risks against adverse effects
and antimicrobial resistance. Thereby, this paper aimed to physico-chemically
characterize Melipona quadrifasciata quadrifasciata raw geopropolis, and avaluate the
antimicrobial potential of hydroalcoholic geopropolis extract against Cutibacterium
acnes and Staphylococcus epidermidis, bacteria that are protagonists of the skin
microbiota. For the physico-chemical characterizations, ethanol soluble solids, ash and
moisture content analysis were performed. For the evaluation of the antimicrobial
activity of geopropolis extract, the methodology used was disk diffusion method. The
extract was tested at its initial concentration and at 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,5% e 1,0%
concentrations. A moisturizing body lotion based on 1,5% of geopropolis extract was
also formulated and its antimicrobial activity against the two same bacteria was
evaluated. The results of ethanol soluble solids were above 35%, in compliance with
Apis mellifera propolis Brazilian legislation. Moisture and ash content presented
medium values of 0,74 + 0,05% and 48,72 + 17,60, respectively. The first was within
the legislation, which accepts a maximum of 8% for moisture content. On the other
hand, the ash content presented values above the recommended, because, according
to the legislation, the values must not exceed 5%. It was noted the need to update
existing legislation to define a stingless bees geopropolis specific identity and quality.
Regarding the antimicrobial potential study, geopropolis extract at the initial
concentration of 10%, at 1,0% concentration, and used in the moisturizing lotion, were
able to effectively inhibit C. acnes, forming inhibition halos larger than 7,5 mm. S.
epidermidis demonstrated to be inhibited by alcohol, and geopropolis appeared as an
adjuvant in this inhibition. Yet, S. epidermidis did not presented microbial growth when
tested with the cosmetic. It was concluded that geopropolis has significant
antimicrobial potential against C. acnes, in addition to being a bee product that still has
potential to be explored.

Keywords: stingless bees; geopropolis; skin microbiota; antimicrobial activity.
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1 INTRODUGAO

A conservacdo da diversidade das abelhas é uma questdo de
sustentabilidade, tendo importancia ecologica, econémica e de seguranga alimentar,
devido ao servigo de polinizagao que elas prestam em ambientes naturais e agricolas
(SANTOS et al., 2021). As abelhas sao os polinizadores mais importantes para a
reproducao das angiospermas e algumas espécies apresentam uma vantagem sobre
as demais, sua sociabilidade. Apenas 5% (cinco por cento) das abelhas vivem em
colénias organizadas, mas, em contrapartida, essas sao as mais conhecidas do
publico em geral, sendo representadas pela abelha africanizada com ferrdo (Apis
mellifera) e pelas abelhas nativas sem ferrdo, como Jatai (Tetragonisca angustula),
Mandagaia (Melipona quadrifasciata), Urugu (Melipona scutellaris), entre outras.

As abelhas nativas, também chamadas “indigenas” ou “silvestres”, sdo os
meliponineos, representados por mais de quinhentas espécies sociais descritas
(OSTROVSKI, 2019). Elas destacam-se devido a sua facil domesticacdo (nao
apresentam ferrdo funcional e possuem baixa agressividade), produgdo de mel,
propolis e geopropolis, captagao de polen e séo responsaveis pela reprodugéo de 40%
(quarenta por cento) a 90% (noventa por cento) de vegetais dependentes da
polinizacdo cruzada em florestas tropicais (LOPES, 2019). Sdo habitantes dos
tropicos, principalmente nas regides tropicais e subtropicais do planeta, sendo
encontradas na América do Sul, América Central, sul da América do Norte, Africa,
sudeste da Asia e norte da Oceania (LAVINAS et al., 2019). Devido a isso, no Brasil,
estima-se que existam duzentas e quarenta e cinco espécies de abelhas sem ferrao,
distribuidas em vinte e nove géneros (SANTOS et al., 2021).

Os meliponineos sédo dependentes do ambiente onde vivem, organizam-se
em colonias permanentes e populosas, apresentam comportamento de recrutamento
e armazenam uma grande quantidade de alimento (AVILA, 2019). Em geral, eles tém
tamanho pequeno a médio, possuem ferrao atrofiado — por isso sdo inaptos a ferroar
— e apresentam habitos de nidificagao variados e com grande complexidade estrutural.

As colbnias sdao naturalmente localizadas em cavidades pré-existentes e
podem estabelecer-se de forma aérea ou subterranea, como em troncos e galhos
ocos e/ou raizes de arvores, fendas de rochas, cavidades nos solos e interiores de

formigueiros e cupinzeiros abandonados (SILVA; PAZ, 2012). Algumas espécies
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podem nidificar em cavidades artificiais, como paredes, frestas de muros e dejetos
ocos (RIBEIRO, 2017). As colénias sdo geralmente constituidas de cera, barro e
resina vegetal. Algumas espécies utilizam a propolis e a geoprépolis (mistura de terra
com resina vegetal e cera) para impermeabilizagdo do ninho e vedacéo de frestas
(BUDOIA, 2019). Outros materiais, como detritos vegetais e, até mesmo, fezes secas
de outros animais, também podem ser utilizados no processo de nidificagao (SILVA;
PAZ, 2012).

As abelhas precisam ser preservadas devido a sua grande relevancia
ecoldgica, porém, acdes antropicas, como desmatamento, queimadas, uso
indiscriminado de agrotéxicos e coleta predatoria do mel, estdo trazendo riscos a
esses animais (RIBEIRO, 2017). Segundo Silva e Paz (2012), estima-se que, das
especies de abelhas sem ferrdo conhecidas no Brasil, cem apresentam riscos
potenciais de serem extintas. Em contrapartida, muitas dessas ainda nao foram
sequer estudadas e tém suas caracteristicas biologicas desconhecidas. Tendo em
vista a necessidade de conservagdo e entendimento acima desse grupo, é
imprescindivel o desenvolvimento de estudos sobre os meliponineos e seus

subprodutos, como a propolis e a geopropolis, por exemplo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliacéo in vitro do potencial antimicrobiano do extrato hidroalcodlico de
geopropolis da abelha Melipona quadrifasciata quadrifasciata frente a duas
importantes bactérias da microbiota cutanea: Cutibacterium acnes e Staphylococcus

epidermidis.

2.2 Objetivos especificos

e Estudar caracteristicas fisico-quimicas da geoprépolis in natura;

¢ Obter o extrato hidroalcodlico da geopropolis;

e Avaliar por metodologia in vitro o potencial antimicrobiano de diferentes
concentragdes de extrato da geopropolis frente a diferentes bactérias da
microbiota cuténea;

e Desenvolver uma logdo hidratante corporal como veiculo do extrato
hidroalcodlico da geoprépolis;

e Avaliar a atividade antimicrobiana da lo¢ao hidratante frente as bactérias

da microbiota cutanea.
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3 JUSTIFICATIVA

A pele é um complexo ecossistema que suporta o crescimento de variados
microrganismos comensais, ou seja, microrganismos que residem sem serem
prejudiciais e que podem, inclusive, auxiliar na inibicdo de espécies patogénicas. Essa
relagado simbidtica de microrganismos presentes em nossa epiderme, recebe o nome
de microbiota cutanea. Entretanto, quando essa microbiota entra em desequilibrio,
inumeros disturbios e patologias cutédneas podem ser desencadeados (SIVIERI et al.,
2021).

Para o tratamento desses disturbios dermatolégicos comumente sao
utilizados antibidticos sintéticos, porém, estudos vém demonstrando a ocorréncia de
reacdes adversas nos pacientes e o0 aumento da resisténcia microbiana frente a esse
tipo de medicamento. Devido a esses dois fatores, € crescente a busca por
tratamentos alternativos, principalmente utilizando produtos naturais que tragam
propriedades benéficas a estabilidade da microbiota cutanea (LYRA, 2019;
SCALDAFERRI et al., 2020; MELLO; LEITE, 2020).

Dentre esses produtos naturais, substancias produzidas por abelhas tém
despertado o interesse de muitos pesquisadores em decorréncia de suas inumeras
propriedades terapéuticas, como: anti-inflamatdrias, cicatrizantes, hipotensivas,
antioxidantes, antimicrobianas, anestésicas e, até mesmo, anticancerigenas
(BARROS; NETO; FONTELES, 2019; BUDOIA, 2019; SILVA et al., 2019; MORMINO,
2020; RIBEIRO, 2017; TORRES et al., 2018).

A geopropolis € um produto apicola produzido essencialmente por abelhas
nativas sem ferrdo, constituida por uma mistura de barro e propolis, e é utilizada para
vedar frestas, formar paredes e proteger a cavidade interna da colmeia do meio
externo. Apesar de ainda nao existirem muitas pesquisas e conhecimentos acerca
desse produto, estudos recentes sobre a atividade antimicrobiana mostraram um
interessante potencial da geoprépolis de Melipona quadrifasciata frente bactérias

gram-positivas e gram-negativas (BUDOIA, 2019).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Prépolis e geopropolis

A propolis € uma substancia preparada pelas abelhas com o intuito de
proteger, reparar e impermeabilizar a colmeia. Além disso, ela também age contra a
agao de microrganismos devido as suas propriedades antimicrobianas (LAVINAS et
al., 2019). E uma mistura de poélen, resina, exsudatos de plantas e enzimas salivares
(BONAMIGO et al., 2017).

Mais de 300 compostos quimicos de interesse ja foram identificados em
prépolis de diferentes regides, como flavonoides, terpenoides, acidos aromaticos,
Oleos essenciais, ésteres, aminoacidos e inumeros outros constituintes (MORMINO,
2020; REIS et al., 2019). Atividades antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria,
hipotensiva, cicatrizante, anestésica, imunomoduladora e antitumoral sao algumas
das atividades biolégicas decorrentes da complexa composi¢do quimica da prépolis
(BARROS; NETO; FONTELES, 2019; BUDOIA, 2019; SILVA et al., 2019; MORMINO,
2020; RIBEIRO, 2017; TORRES et al., 2018). Na propolis brasileira, a atividade
antimicrobiana esta associada a presencga de acidos p-cumaricos e diterpenos (LIMA,
2015). Além disso, minerais como Mg, Ca, |, K, Na, Cu, Zn e Fe, e vitaminas A, B1,
B2, Bs, C e E, também podem ser encontrados nessa substancia (BARROS; NETO;
FONTELES, 2019). Devido a todos esses beneficios, a propolis tem se destacado na
busca por tratamentos alternativos com produtos naturais. No entanto, deve-se levar
em consideracdo que a composicao quimica e as propriedades da prépolis podem
sofrer grandes variagdes de acordo com a biodiversidade, época do ano, condigdes
climaticas e espécie da abelha, fatores que justificam a vasta variedade existente no
Brasil (RIBEIRO, 2017).

Muito utilizada por tribos indigenas como matéria-prima para fabricagao de
ferramentas e como dadiva em sepultamento, a geoprépolis, produzida
exclusivamente por abelhas nativas, € uma mistura de terra ou barro com secre¢des
salivares, cera e exsudatos de vegetais, conferindo caracteristicas unicas ao produto
(SANTOS et al.,, 2017; FERREIRA, 2018). Mesmo diferindo na composicdo, a
geopropolis desempenha as mesmas fungdes da propolis na colmeia (LAVINAS et al.,
2019).
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As abelhas nativas, também conhecidas por abelhas sem ferrao, indigenas,
silvestres, ou meliponineos, caracterizam-se pela auséncia de ferrdo funcional, um
indicativo de baixa agressividade e facil domesticagdo. Apresentam tamanho que
varia de pequeno a médio (entre 0,2 e 2 cm), podem ser encontradas em regides
tropicais e subtropicais do planeta e apresentam habitos de nidificagdo com grande
complexidade estrutural, variando desde cavidades pré-existentes, como troncos e
galhos ocos, fendas de rochas e interiores de formigueiros e cupinzeiros abandonados
(SILVA; PAZ, 2012), a até cavidades artificiais, como paredes, frestas de muros e
dejetos ocos (RIBEIRO, 2017).

Os meliponineos sdo conhecidos pela sua producao de mel, cera, polen,
prépolis e geopropolis (FERREIRA, 2018), além de trazerem beneficios ecoldgicos,
sendo responsaveis pela reproducédo de 40% (quarenta por cento) a 90% (noventa
por cento) de vegetais dependentes da polinizagdo cruzada em florestas tropicais
(LOPES, 2019). Apesar do interesse sobre as abelhas sem ferrdao ter aumentado nos
ultimos tempos, ainda ndo existem muitos estudos sobre a geopropolis e suas
propriedades, quando comparado com a prépolis de Apis mellifera (FERREIRA et al.,
2017).

A Melipona quadrifasciata, popularmente conhecida como Mandacaia
(Fotografia 1), € uma abelha robusta que mede em torno de 8 a 12 milimetros. Divide-
se em duas subespécies: Melipona quadrifasciata quadrifasciata e Melipona
quadrifasciata anthidioides. A subespécie M. quadrifasciata quadrifasciata é
encontrada em regides frias e de grande altitude do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana e Sao Paulo), ja a M. quadrifasciata anthidioides existe em regides
com temperaturas mais altas (Pernambuco, Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Rio de Janeiro) (AVILA, 2019; OSTROVSKI, 2019;
SILVA; PAZ, 2012). O mel produzido por essa espécie tem uma producado de
aproximadamente 3 litros de mel/colmeia/ano (LIMA, 2015). Ainda, o produto que
desperta o maior interesse dos pesquisadores quando se trata de M. quadrifasciata é
a sua geopropolis (FERREIRA, 2019).
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Fotorafla 1 — Melipona uadnfasc:ata uadnfasc:ata Mandacaia
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Fonte: Autoria prépria (2021)

A presenga de terpenoides, &acidos fendlicos, flavonoides, taninos
hidrolisaveis, alcaloides e acidos graxos na geoprépolis pode relacionar-se as
propriedades biolégicas desse produto, como as atividades antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatéria, antimutagénica, antitumoral e imunomoduladora
(SANTOS et al., 2017; RIBEIRO, 2017). Como a geopropolis apresenta terra em sua
composicao, ha a necessidade do desenvolvimento de substancias que ajam contra
microrganismos que possam vir a contaminar a colmeia.

Torres et al. (2018) investigaram a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico das geopropolis de Melipona quadrifasciata quadrifasciata (Mandagaia) e
Tetragonisca angustula (Jatai), contra bactérias gram-negativas (Escherichia coli
ATCC 25922 e Kilebsiella pneumoniae ATCC 23883) e gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923), Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) e Enterococcus faecalis ATCC 29212. Nesse estudo, as bactérias gram-

positivas apresentaram maior sensibilidade do que as bactérias gram-negativas frente
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aos dois extratos. Além disso, o extrato de geopropolis de M. quadrifasciata
quadrifasciata apresentou-se mais potente e eficaz, com valores de concentragao
inibitéria minima (MIC) mais baixos para todas as bactérias testadas.

Santos et al. (2017) estudaram as atividades antimicrobiana de extratos
aquosos e hidroalcodlicos das geoprépolis de M. quadrifasciata e T. angustula
existentes em Santa Catarina. O extrato hidroalcodlico da geopropolis de M.
quadrifasciata apresentou as melhores atividades antimicrobianas contra
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, quando comparado com 0s
outros extratos testados.

Budoia (2019) traz pesquisas sobre as atividades antibacteriana e antifungica
da geopropolis de M. quadrifasciata. Os estudos demonstraram atividade frente
bactérias gram-negativas, como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
bactérias gram-positivas, como Micrococcus Iuteus, Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis, e fungos, como Candida albicans e Cryptococcus neoformans,
incluindo cepas resistentes a antimicrobianos.

Segundo Ostrovski (2019), no Estado do Parana, a Mandacaia é classificada
como “criticamente em perigo de extingdo”. Com o objetivo de destacar a sua
importancia ambiental e, consequentemente, diminuir a escassez na natureza, €
necessario conhecer sobre o potencial e a qualidade dessa espécie e de seus
subprodutos. A partir do momento que se entende e se vé o valor que algo agrega as
vidas, passa-se a dar a devida importancia e cuidado que essa merece. Além disso,
expandir o conhecimento sobre abelhas nativas faz com que a sociedade mude a

visao e o “medo” intrinseco que existe relacionado a abelhas como um todo.

4.2 Pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e constitui cerca de 16% do peso
corporeo. Sua estrutura divide-se em trés camadas de tecidos: a) epiderme — é a parte
superior e caracteriza-se por ser avascular, ou seja, ndo possui circulagdo sanguinea
e linfatica; b) derme — camada intermediaria, onde localizam-se vasos, nervos,
glandulas, raizes de pelos, fibras de colageno e elastina. Protege o corpo de lesbes
mecanicas; c) hipoderme — camada mais profunda, altamente vascularizada, formada

por tecido conjuntivo frouxo e células de gordura. Tem como fungdes o
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armazenamento de energia, isolamento térmico, preenchimento de espacgos internos
e absorcdo de impactos (KIM; PARK; LEE, 2019; LYRA, 2019; CENTURIAO et al.,
2021; MORMINO, 2020).

A pele, como um todo, atua na termorregulagao do corpo humano, prevenindo
a penetracao de substancias externas e a perda excessiva de liquidos. Ainda, constitui
uma barreira de protecdo contra atritos, desidratagdo, radiagdo ultravioleta e
microrganismos (CENTURIAO et al., 2021).

O pH fisiologico da pele ndo é neutro, variando entre 4,5 e 6,0, a depender da
idade e regidao do corpo. Esse pH levemente acido contribui para a protecao
microbiana na superficie corporal (RASCHE, 2014).

Todavia, a pele ndo exerce apenas o papel de barreira entre o organismo e o
ambiente externo, ela também & um rico ecossistema composto por uma grande
variedade de microrganismos. Esses microrganismos estdo altamente relacionados

com o bem-estar humano e com o desenvolvimento de doengas (LYRA, 2019).

4.3 Microbiota cutanea

Microbiota € o conjunto de fungos, bactérias e virus que habitam o corpo
humano, distribuindo-se pelas mucosas e partes do corpo que estdo em contato com
o meio externo. Ela pode ser dividida em transitéria ou aléctone, representando
microrganismos que nao estabelecem uma colonizagdo permanente e séo definidos
como contaminantes com pouca e/ou nenhuma capacidade de crescimento no
ambiente cutaneo; e residente ou autéctone, sendo compreendida pelos
microrganismos que colonizam de forma simbidtica, por periodos indefinidos, trazendo
beneficios para o hospedeiro. Dentre esses beneficios, destaca-se o antagonismo
microbiano, ou seja, a microbiota é capaz de impedir a colonizagdo de microrganismos
patdégenos por meio da producao de substancias nocivas, competicdo por nutrientes,
sitios de adeséao e alteragcbes ambientais, como pH e disponibilidade de oxigénio
(SIVIERI et al., 2021).

A pele € o 6rgao humano mais exposto as mudangas ambientais e estresses,
no entanto atua como uma complexa barreira fisiolégica que tem como uma de suas
fungcdes manter a homeostase interna e proteger o organismo humano de patégenos

oportunistas, por meio de um ecossistema microbiano dindmico e complexo (BROWN;
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HORSWILL, 2020; SIVIERI et al., 2021). A esse diversificado ecossistema da-se o
nome de microbiota cutanea. Os microrganismos residentes, além do antagonismo
microbiano, sdo responsaveis pela produgédo de sebo, que protege da desidratagéo
transepidermal e tem agéo antifungica e antibacteriana. Os transitérios ndo residem
permanentemente na pele e persistem por periodos intermitentes. Entretanto,
mediante desequilibrios na microbiota cutdnea, ambos os tipos de microrganismos
podem ser patogénicos, ou seja, qualquer alteragdo na microbiota pode resultar no
desenvolvimento de doengas causadas por microrganismos (SIVIERI et al., 2021).

Devido as grandes variagdes que a pele sofre ao longo de sua extensao, ha
a formacdo de diferentes nichos em diferentes localizagdes, possibilitando o
desenvolvimento de diferentes espécies bacterianas (SIVIERI et al., 2021). Estima-se
que a cada centimetro quadrado de pele exista até um bilhdo de bactérias (LYRA,
2019). De acordo com Sivieri e colaboradores (2021), em areas mais sebaceas do
corpo, como face e tronco, ha predominancia de Cutibacterium spp. e Staphylococcus
spp. Regides mais umidas, como axilas, dobras dos cotovelos e joelhos, caracterizam-
se pelo predominio de Corynebacterium spp., Staphylococcus spp. e
Betaproteobacteria spp. Areas mais secas apresentam maior diversidade de espécies,
como maos, antebracos e nadegas, onde podem ser encontradas bactérias dos filos
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes e Bacteriodetes.

Apesar da variedade bacteriana existente, bactérias gram-positivas tém o seu
destaque, como Staphylococcus epidermidis e Cutibacterium acnes, cujas, mesmo
sendo consideradas comensais na pele, quando em disbiose, podem tornar-se
patogénicas (SIVIERI et al., 2021). Devido a crescente resisténcia das bactérias aos
mais variados antibidticos existentes, essa patogenicidade torna-se um fator
preocupante.

Cutibacterium acnes, a “bactéria da acne”, € um bacilo Gram-positivo,
anaerobio aerotolerante, que atua na fisiopatologia da acne liberando enzimas que
contribuem com a ruptura da parede folicular e também estimula a resposta
inflamatdria. Aproximadamente 50% da microbiota total da pele do rosto e das costas
é formada por essa bactéria e, ainda, C. acnes € o microrganismo anaerdbio
encontrado em maior quantidade na pele (LYRA, 2019; BENTO, 2021). Os niveis de
C. acnes alcangam valores maximos ao final da adolescéncia e estdo presentes,

principalmente, em regides ricas em glandulas sebaceas, como a face, couro
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cabeludo e tronco (ALVES et al., 2017). As glandulas sebaceas produzem uma
substancia oleosa conhecida como sebo, cuja proporciona o desenvolvimento de
anaerdbios facultativos, tais como Cutibacterium acnes. Essa bactéria, por meio da
hidrélise de triglicerideos existentes no sebo, libera acidos graxos de cadeia curta,
que, em situagdes de equilibrio, contribuem para a manutencéo do pH epidérmico
(LYRA, 2019).

Segundo Mormino (2020), a acne € a doenga cronica do foliculo polissebaceo
mais comum da pele humana. Foram identificados alguns fatores fundamentais para
o0 surgimento da acne, dentre os quais pode-se citar a hiperproducdo de sebo,
hiperqueratinizacao folicular e 0 aumento da colonizagao por C. acnes. A Sociedade
Brasileira de Dermatologia (2017) diz que a acne, apesar de ser mais frequente em
adolescentes, também € bastante comum em adultos, principalmente em mulheres.

Estudos recentes mostraram que a carga de C. acnes é altamente similar em
pacientes com problemas de acne e pacientes saudaveis. Com isso, foi possivel
descobrir que algumas cepas dessa bactéria s&o realmente comensais e contribuem
para a pele, enquanto outras tém o potencial para atuar como patégenos, com uma
maior viruléncia e poder inflamatério (DRENO et al., 2018).

Staphylococcus epidermidis € uma bactéria Gram-positiva, aerdbia, que
aparece como cocos dispostos em forma de “cachos de uva”. Representa mais de
90% das bactérias residentes da microbiota aerdbica da pele. Anteriormente, era
considerada um microrganismo comensal da pele humana, porém, hoje em dia,
caracteriza-se como um patdégeno oportunista responsavel por infec¢des equiparadas
as desencadeadas por Staphylococcus aureus, além de representar a fonte mais
comum de infec¢cdes em dispositivos meédicos internos (LYRA, 2019).

Quando em desequilibrio, esta relacionada a ocorréncia de dermatites
atépicas (comumente relacionadas apenas com S. aureus), sindrome de Netherton,
osteomelites, mediastinites, prostatites, infeccbes no trato urinario, infecgcbes em
implantes ortopédicos e préteses, e formacdo de biofimes (BRESCO et al., 2017;
BROWN; HORSWILL, 2020; SIVIERI et al.,, 2021). Isso decorre do fato de S.
epidermidis ser um colonizador permanente da pele humana e, embora as infecgoes
ocasionalmente se desenvolvam para doencas fatais, a alta frequéncia e a dificuldade
de tratamento representam um sério problema para os sistemas de saude (LYRA,
2019).
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Em menores quantidades, também podem ser encontradas na pele bactérias
dos géneros Streptococcus, Micrococcus e Clostridium na extensao da pele, além de
fungos, como Malassezia spp. e Candida spp. (SIVIERI et al., 2021).

Malassezia spp. sao os fungos presentes em maior quantidade na microbiota
cutanea, principalmente em locais com alta produgdo de sebo, como rosto, couro
cabeludo, térax e costas. Embora encontrado em peles saudaveis, essas leveduras
também demonstram um potencial patogénico em determinadas condigdes, podendo
gerar ou agravar doengas, como pitiriase versicolor (M. globosa, M. sympodialis e M.
furfur), foliculite (M. globosa, M. restricta e M. sympodialis), dermatite seborreica (M.
furfur) e dermatite atépica (M. globosa, M. sympodialis e M. restricta) (POTHMANN et
al., 2019; SAUNTE; GAITANIS; HAY, 2020).

Candida spp. coloniza superficies epiteliais, como a mucosa oral e vaginal, o
intestino e a pele (KUHBACHER et al., 2017). O aumento da coloniza¢do desse
género de fungos é associado a doencas de pele, incluindo psoriase, dermatite
atépica e candidiase mucocutdnea crbénica. Dentre as espécies de Candida
pertencentes a microbiota da pele, como C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
orthopsilosis, C. albicans é, frequentemente, a espécie responsavel por infecgdes
(KUHBACHER; BURGER-KENTISCHER; RUPP, 2017). As infeccdes mais comuns
causadas por C. albicans sao: candidiase oral, popularmente conhecida por “sapinho”,
bastante comum em bebés; e candidiase vulvovaginal, que afeta, aproximadamente,
75 milhées de mulheres por ano (WILSON, 2018).

4.4 Resisténcia microbiana

Segundo Lyra (2019), antimicrobianos ou antibiéticos sdo compostos capazes
de causar a morte ou inibir o crescimento de microrganismos, podendo ser sintéticos
ou de origem natural. Quando sao capazes de causar a morte de bactérias,
classificam-se como bactericidas, e, quando promovem a inibigao do crescimento de
bactérias, sdo bacteriostaticos.

Levando em consideragcdo os variados disturbios desencadeados pelos
diferentes microrganismos presentes na microbiota cutanea, um fator em comum deve
ser destacado: a resisténcia microbiana, um problema mundial de saude. Apesar do

desenvolvimento de inumeros antibidticos sintéticos e da necessidade de prescricéo
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meédica para sua comercializag&do, seu uso indiscriminado permitiu o surgimento de
superbactérias, as quais desenvolveram mecanismos para sobrevivéncia, como
transferéncia de genes de resisténcia, mutagdes cromossémicas e formagédo de
biofilmes. Como diversos antibidticos pertencem a uma mesma classe, quando um
microrganismo desenvolve resisténcia a um medicamento, toda sua classe
relacionada também é afetada (LYRA, 2019; SCALDAFERRI et al., 2020). Além de
reduzir a eficacia dos agentes antimicrobianos, a resisténcia dos microrganismos
tende a aumentar a gravidade e incidéncia das infec¢des (COLLIGNON; MCEWEN,
2019).

Com o intuito de diminuir o uso de antibidticos, terapias alternativas vém
ganhando forga, com destaque para produtos naturais e suas propriedades
terapéuticas, os quais caracterizam-se pela eficacia, acessibilidade e baixo custo,
além de apresentarem riscos minimos frente a efeitos adversos e resisténcia
bacteriana (MELLO; LEITE, 2020).

A industria cosmética vem apostando no desenvolvimento de
dermocosméticos para o tratamento de disturbios cutaneos. Dermocosméticos
referem-se a produtos que contém substancias ativas, as quais sao capazes de
causar modificacdes positivas e duradouras na pele (SCHORRO et al., 2020), cujas
caracteristicas exigem comprovacao de segurancga e eficacia (ROCHA et al., 2019).
De acordo com Lyra (2019), emulsdes topicas sdo as preparadas com maior
frequéncia, sendo os cremes muito utilizados como veiculo para a incorporacédo de
farmacos e produtos naturais com as mais variadas aplicabilidades.

Com base nisso, € na crescente tendéncia do uso de produtos naturais,
substancias produzidas por abelhas tém despertado o interesse de pesquisadores.
Dentre elas, pode-se destacar a geopropolis em decorréncia de suas inumeras
propriedades terapéuticas e farmacolégicas, como atividade antimicrobiana, anti-

inflamatoria e antioxidante.
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5 METODOLOGIA

5.1 Obtencao da amostra de geopropolis in natura

A amostra de geopropolis utilizada na pesquisa foi produzida por Melipona
quadrifasciata quadrifasciata (Mandagaia) e coletada no Meliponario Sado Miguel,
localizado na cidade de Ponta Grossa, Parana, no dia 2 de outubro de 2021. Na
Fotografia 2, € possivel visualizar a amostra de geopropolis in natura utilizada para o
desenvolvimento do trabalho. Apds obtida, essa amostra foi armazenada no escuro,

em recipiente hermético e local fresco, com temperatura menor que 10°C.

Fotografia 2 — Geoprépolis de Melipona quadrifasciata quadrifasciata utilizada no trabalho
Bera o P

Fonte: Autoria répria (21)

5.2 Caracterizagao fisico-quimica da geopropolis

Devido a falta de legislagbes que padronizem a geoproépolis, esse produto e
suas caracteristicas foram baseados na Instrugdo Normativa n° 3, de 19 de janeiro de
2001, do Ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a qual trata

da regulamentacao de produtos apicolas produzidos por abelhas africanizadas Apis
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mellifera (Apitoxina, Cera de Abelha, Geleia Real, Geleia Real Liofilizada, Pdlen
Apicola, Propolis e Extrato de Prépolis) (BRASIL, 2001). Para a propolis, produto
analogo a geopropolis, existem requisitos fisico-quimicos para assegurar a qualidade,
como perda por dessecagao (umidade), cinzas, solidos soluveis em etanol, entre
outros.

As analises fisico-quimicas foram realizadas em ftriplicata de acordo com Dias

et al. (2012), compreendendo sélidos soluveis em etanol, teor de umidade e cinzas.

5.2.1 Sdlidos soluveis em etanol

Os soélidos soluveis da propolis sdo constituidos por materiais cerosos,
balsamos, Oleos essenciais e derivados fendlicos (MATSUDA, 2006). Para
determinacao dos sélidos soluveis em etanol, foi pesado 1 g de geoprépolis e
adicionado em 250 mL de etanol. A mistura foi agitada em agitador magnético por 30
minutos e, entéo, filtrada em papel filtro (DIAS et al., 2012). O residuo sélido restante
no papel filtro foram os sélidos insoluveis, que foram pesados. Dessa forma, os sélidos
soluveis foram determinados pela diferenga entre o peso da amostra e o peso dos
soélidos insoluveis. O resultado foi expresso em porcentagem, conforme equacao 1

abaixo:

PA-SI
PA

Solidos Soltveis (%) = x 100 (1)
Onde:

PA — Peso da amostra;

S| — Sdlidos insoluveis;

SS — Sdlidos soluveis.

5.2.2 Teor de umidade

Para a determinagdo da umidade, foram pesados 5 g de geopropolis em
cadinho de porcelana tarado. Em seguida, a amostra foi seca em estufa a 105°C por
4 horas, e resfriada em dessecador (DIAS et al.,, 2012). A umidade foi calculada

conforme a equacao 2 e os resultados foram expressos em porcentagem.
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Al1-A2

Onde:
A1 — massa da amostra inicial;

A2 — massa da amostra seca.
5.2.3 Cinzas

Para a analise de cinzas em base umida, foram pesados 5 g de geoprépolis
em cadinho de porcelana. Em seguida, a amostra foi incinerada em bico de Bunsen e
calcinada em mufla a 550°C por 5 horas (DIAS et al., 2012). O teor de cinzas foi

calculado conforme a equagéao 3 e os resultados foram expressos em porcentagem.

Cinzas (%) = 2212

X 100 (3)

mo

Em que:
mo — massa da geopropolis;
m1 — massa do cadinho apds a calcinacéao;

m2 — massa do cadinho antes da calcinagao.

5.3 Preparo do extrato hidroalcodlico de geoprépolis

Para o preparo do extrato hidroalcodlico da geoprdpolis a uma concentragao
de 10%, 90 g de geopropolis bruta foram colocados em um erlenmeyer contendo 900
mL de etanol 70%. A solugao passou por um banho de ultrassom a 26°C durante 30
minutos. Entdo, a amostra foi filtrada em papel filtro e, em seguida, filtrada em filtro de
seringa esterilizante de 0,45 um, passando diretamente para frascos ambar de 50 mL
previamente esterilizados, garantindo a esterilidade do extrato. Os frascos com extrato
foram armazenados a -20°C (FRAZAO, 2017). O extrato hidroalcodlico da geopropolis
foi armazenado em frascos de vidro ambar com o intuito de n&o perder suas

propriedades devido a fotossensibilidade dos compostos bioativos. O diagrama
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esquematico do procedimento para o preparo do extrato hidroalcodlico de geopropolis

pode ser visualizado na Figura 1.

Figura 1 — Diagrama esquematico do preparo do extrato hidroalcoélico de geoprépolis

90 g de 900 mL de
geopropolis alcool etilico
bruta 70%

o= O-C
l)m}, 1
o W

Banho de ultrassom a
26 °C por 30 minutos

Y

Filtragdo em
papel filtro

Y

Filtracdo em filtro de

seringa esterilizante
0,45 micra

20

Y
Frascos ambar de 50
mL previamente
esterilizados

Armazenamento
a-20°C

Fonte: Autoria prépria (2022)

5.4 Cepas utilizadas
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As cepas utilizadas para os estudos foram Cutibacterium acnes ATCC 6919 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. O meio de cultivo e manutencgao utilizado
para o crescimento de C.acnes foi o Reinforced Clostridial (RC), seguindo orientagbes
do fornecedor, Fundagao André Tosello.

Para o crescimento de S. epidermidis foi utilizado o caldo Brain Heart Infusion
(BHI). Ambos os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15 minutos,
seguindo as orientagdes do fabricante. As cepas foram incubadas em estufa a 35°C

por 48 horas, sendo C. acnes cultivada em condi¢cdes de anaerobiose.

5.5 Coloragao de Gram

Para visualizar tanto C. acnes, quanto S. epidermidis, e garantir a
confiabilidade microbiolégica desses microrganismos, a técnica da coloragdo de Gram
foi utilizada. Esse método simples e rapido permite a diferenciacdo de bactérias com
diferentes estruturas de parede celular, por meio da coloragdo que essas adquirem
apo6s tratamento do esfregago bacteriano com os reagentes cristal violeta, lugol,

etanol-acetona e fucsina basica (SANTOS et al., 2016).

5.6 Avaliagcao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da geoproépolis foi
avaliada pelo método de disco-difusdao descrito por Bona e colaboradores (2014).
Previamente a realizagdo do experimento, houve o preparo do inéculo por meio da
reativagcdo dos microrganismos. C. acnes foi reativada em agar RC e S. epidermidis
foi reativada em agar BHI, com 48 horas de antecedéncia a cada experimento,
respeitando as demandas de oxigénio de cada bactéria. Apos reativadas, foram
preparadas suspensodes das culturas, diluindo os in6culos em solugao salina 0,85%
estéril, utilizando o ponto 0,5 de turbidez da escala Mc Farland, para obtencao de
aproximadamente 1,5 x 10® Unidades Formadoras de Colénia (UFC/mL).

Para a avaliacao da atividade antimicrobiana, o extrato foi testado na sua
concentracao inicial de 10%, denominada como solugdo mae, e depois foi diluido em
agua destilada estéril até atingir as concentragdes de 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,5% e

1,0%. Levando em consideragdo a concentracdo da solugdo mae, as diluicbes
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necessarias para o preparo das concentracgdes finais estdo apresentadas na Tabela
1. Também foi avaliada a atividade antimicrobiana do alcool 70%, como controle, para
verificar se a presengca do etanol afetaria, ou n&o, o crescimento bacteriano
(BARREIRAS et al., 2020). O alcool foi testado na forma de 70% e diluido, mantendo

a mesma proporcionalidade das concentragdes de extrato preparadas.

Tabela 1 — Concentracdes de geoprépolis no extrato hidroalcodlico

Denominagao Diluigdao do extrato em agua estéril (% v/iv) Concentragao final testada (% m/v)

Diluigao 1 05 0,05
Diluig&o 2 1,0 0,1

Diluigo 3 1,5 0,15
Diluigo 4 5,0 0.5
Diluig&o 5 10,0 10

Fonte: Autoria prépria (2022)

Os discos utilizados no teste foram previamente cortados em perfurador de
papel, utilizando papel filtro qualitativo (gramatura de 250 g/m?). Os discos foram
colocados em um frasco e esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15 minutos e,
em seguida, secaram em estufa de secagem por 24 horas.

Para o procedimento do estudo da atividade antimicrobiana, placas de Petri
contendo os meios RC e BHI foram inoculadas pelas suspensdes das culturas de C.
acnes e S. epidermidis utilizando swab estéril para espalhar a suspensao por toda a
superficie das placas. Os discos de papel estéreis foram mergulhados na solugéo a
ser testada, por um tempo de 5 minutos e permaneceram escorrendo por 10
segundos. Em seguida, com pinga estéril, o disco foi aplicado sobre o meio ja
inoculado com a suspenséao de cultura da bactéria a ser testada, conforme Fotografia
3.



31

Fotografia 3 — Placas prontas para avaliagao da atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico de geoprépolis
B 7

As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas nas condi¢cdes de aerobiose
€ anaerobiose para S. epidermidis e C. acnes, respectivamente. Os halos de inibigao
do crescimento microbiano foram medidos em milimetros. Na Figura 2, é possivel
visualizar o diagrama esquematico do procedimento para avaliagcdo da atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de geopropolis.
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Figura 2 — Diagrama esquematico do procedimento para avaliagdo antimicrobiana

Preparo dos agares para
reativacdo das cepas

v

Esterilizacéo dos agares
em autoclave a 121 °C
por 15 minutos

Discos de papel cortados
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\J

Discos dentro de um
frasco, esterilizacéo a

121 °C por 15 minutos
Repique para reativacao
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\i
L Secagem em estufa de
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48 horas L J
# A
Preparo das suspenses Disco mergulhado no
de cultura extrato a ser testado por
(Mc Farland escala 0,5) 5 minutos

\J
Com pinga estéril, disco
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l
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Incubacgao a 35 °C por
48 horas

Fonte: Autoria prépria (2022)

A avaliagédo do potencial antimicrobiano foi realizada em triplicata para cada
uma das diferentes concentragdes testadas, tanto para Staphylococcus epidermidis,
como para Cutibacterium acnes.

5.7 Locao hidratante corporal
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Foram formulados, em farmacia de manipulagdo, 100 g de logao hidratante
corporal veiculando o extrato hidroalcodlico de geopropolis na forma de ativo
antimicrobiano, a partir da solugdo méae (concentragao de 10%), como apresentado
na Fotografia 4. O percentual desse ativo com relagéo ao total da formulagao foi de
1,5%. Ao término do preparo do hidratante, o pH foi medido por meio de um

peagdmetro da marca AKSO.

Foto ao da locao hidratante

rafia 4 — Formula

Fonte: Imagens disponibilizadas por Biofitus Farmacia de Manipulagao (2022)

Para avaliar o desempenho bioativo do extrato de geoproépolis na formulagao
do creme, esse foi submetido a avaliagao da atividade antimicrobiana frente as duas

bactérias em estudo, reproduzindo a mesma metodologia de disco-difuséo.

5.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram tratados no software Excel, por meio do qual,
inicialmente, foi aplicado o teste Q para rejeigdo de valores criticos com um nivel de
confianga de 95%. Com os valores aceitos pelo teste Q, foi calculada a média e o
desvio padrao de cada tratamento. Ainda, a analise de variancia (ANOVA) foi aplicada
nos resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana para visualizar se ha
diferenca significativa entre S. epidermidis e C. acnes frente ao tratamento com
geoproépolis. O nivel de significancia considerado foi de 0,05.
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5.9 Aspectos éticos e legais

O trabalho foi submetido ao cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) para
possibilitar o acesso ao patriménio genético, em atendimento ao previsto na Lei n°
13.123/2015 e seus regulamentos. O numero de cadastro obtido foi AS5AD08 com a

finalidade de pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizagao fisico-quimica da geoproépolis

A geoproépolis in natura de Melipona quadrifasciata quadrifasciata apresentou
resultados de sdlidos soluveis em etanol, teor de umidade e teor de cinzas conforme
Tabela 2. De acordo com a Instrugdo Normativa n°® 3, de 19 de janeiro de 2001, do
MAPA, o requisito de soluveis em etanol para a propolis de Apis mellifera é de, no
minimo, 35%, e, para os teores de umidade e cinzas, no maximo, 8% e 5%,
respectivamente (BRASIL, 2001).

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas da geoprépolis de Mandacaia

Analise Resultado (% em m/m)
Solidos soluveis em etanol 49,48 + 17,68
Teor de umidade 0,74 £ 0,05
Teor de cinzas 48,72 + 17,60

Fonte: Autoria prépria (2022)

Apesar das diferencas entre a propolis de abelhas com ferrdo e a geoprépolis
de abelhas nativas, a amostra apresentou uma média de 49,48 £+ 17,68% de sdlidos
soluveis em etanol, variando entre 38,38% a 69,87%, mantendo-se em conformidade
com o estabelecido pela legislacao vigente (BRASIL, 2001). Com relagao a propolis,
Matsuda (2006) estudou 33 amostras do Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do
Brasil, e obteve resultados de solidos soluveis que variaram de 35,82% a 63,32%.
Ferreira (2019) estudou amostras de propolis de diferentes localidades do Rio Grande
do Norte e chegou a um valor médio de 53,7% para sdlidos soluveis. Nao foram
encontrados resultados de soluveis em etanol para amostras especificamente de
geopropolis, evidenciando a falta de estudos e informagdes ainda existentes quando
se trata de abelhas sem ferrao e seus produtos.

Os teores de umidade e cinzas sdo essenciais para tragar um panorama geral
da amostra, uma vez que, em produtos que possuem legislagédo especifica, como no
caso da propolis de A. mellifera, esses parametros podem ser indicativos de fraudes
(FERREIRA, 2018). Altas concentragbes de umidade possibilitam um ambiente
propicio para o crescimento de fungos, tornando o produto improprio para consumo e
comercializacao (MATSUDA, 2006).
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O teor de umidade da amostra variou de 0,69% a 0,78%, estando dentro do
maximo de 8% em perda por dessecagao recomendado pela legislagdo (BRASIL,
2001). Costa et al. (2018) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas de sete
amostras de geopropolis produzida pela abelha nativa tiuba (Melipona fasciculata
Smith) em Teresina, Piaui. A média de teor de umidade obtida das amostras foi de
1,89 = 0,35%. Oliveira et al. (2015) analisaram os teores de umidade e cinzas em
amostras de geoprépolis e prépolis de diferentes espécies de abelha sem ferrdo da
Amazdnia e, dentre seis amostras, duas apresentaram resultados de umidade acima
do exigido pela legislagcao — 8,45% e 8,57%. As outras quatro amostras apresentaram
valores que variaram de 3,39% a 6,58%. Ferreira (2018) estudou geopropolis de
diferentes localidades de Santa Catarina, obtendo teores de umidade dentro do limite
estabelecido para propolis de abelhas africanizadas em nove de dez amostras. Os
resultados obtidos estavam entre 2,60% e 4,77%, com exce¢ao da amostra fora do
limite, a qual apresentou um teor de umidade de 8,80%.

As cinzas representam o teor de minerais totais distribuidos nas amostras de
geopropolis. O teor de cinzas obtido apresentou um valor médio de 48,72 + 17,60%
em base umida. Altas concentracdes de residuo mineral fixo acontecem devido as
grandes quantidades de terra e barro utilizados pelas abelhas sem ferrdo para a
producao de geopropolis (COSTA et al., 2018). No estudo do teor de cinzas, Oliveira
et al. (2015) encontraram valores entre 75,40% e 85,43%. Ferreira (2018) obteve uma
meédia de 62,21% de teor de cinzas para dez amostras. Dentre essas amostras, quatro
eram de Melipona quadrifasciata e apresentaram valores de 66,01%, 51,97%, 65,96%
e 58,32%, como resultados de concentragao total de cinzas.

Deve-se lembrar que o padrdo de qualidade da legislagdo foi desenvolvido
especificamente para a prépolis de Apis mellifera e a geoprépolis de abelhas nativas
apresenta caracteristicas e propriedades particulares. Com isso, entende-se a
necessidade de atualizar a legislacao existente para definir a identidade e qualidade

de propolis e geoprépolis de abelhas nativas (BUDOIA, 2019).

6.2 Coloragao de Gram

Os procedimentos de Gram apresentaram coloracdo azul violeta para C.

acnes (Fotografia 5 — A) e para S. epidermidis (Fotografia 5 — B). As bactérias que
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adquirem essa coloragado azulada sao denominadas Gram-positivas, e bactérias que
atingem uma coloragdo vermelha sdo Gram-negativas (SANTOS et al., 2016).
Portanto, € possivel afirmar que os dois microrganismos em estudo sdao Gram-

positivos, estando de acordo com o encontrado na literatura.

Fotografia 5 — Visualizagdao em microscopio das bactérias C. acnes (A) e S. epidermidis (B)
apos coloracido de Gram

Fonte: Autoria prépria (2021)

A visualizacdo das laminas em microscépio também possibilitou a
identificacdo da diferenga entre a morfologia das bactérias, e ambas se apresentaram
conforme suas respectivas classificacdes trazidas em pesquisas. Cutibacterium acnes
apresentou morfologia de bacilo, enquanto Staphylococcus epidermidis de cocos em

arranjo de estafilococo.

6.3 Avaliagao da atividade antimicrobiana

Inicialmente, a avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada com o
alcool 70% puro e diluido em agua destilada estéril tal qual o extrato de geoprépolis.
Os resultados desse controle foram demonstrados na Tabela 3. C. acnes se
demonstrou resistente a todas as concentracdes de alcool testadas, ndo havendo a
formacao de halos de inibigéo.

Em contrapartida, para o alcool puro (70%) e para as diluicdes 1 a 5 ocorreu
inibicdo de S. epidermidis, formando halos entre 6 e 8 milimetros de diametro. Devido

a esse resultado, € possivel inferir que o alcool apresenta influéncia sobre essa
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bactéria nos testes com o extrato hidroalcodlico de geoproépolis. Portanto, para o
estudo do potencial antimicrobiano do extrato, a inibicao efetiva da geoprépolis foi
calculada pela diminuicdo dos resultados alcangcados com o extrato de geoprépolis

em cada concentracdo e os respectivos resultados com o alcool 70%.

Tabela 3 — Diametros dos halos de inibicdo do alcool 70% frente S. epidermidis e C. acnes

Dilui¢goes S. epidermidis (em mm) C. acnes (em mm)
1 7,3+15 -*
2 6,0+ 0,0 -*
3 7,0+0,0 -*
4 7,3+0,8 -*
5 7,0+£1,0 -*
Puro 7,5+0,5 -*

*As placas nao apresentaram inibigado microbiana.
Fonte: Autoria prépria (2022)

O estudo foi, entao, realizado com a solugao méae de extrato hidroalcodlico de
geoproépolis (10%) e com as demais concentragdes preparadas conforme Tabela 1.
Dessa forma, foi possivel visualizar qual a concentragcdo minima de geoproépolis
necessaria para se obter um resultado inibitério positivo. Os resultados obtidos podem
ser observados na Tabela 4, tanto para a Staphylococcus epidermidis, quanto para a

Cutibacterium acnes.

Tabela 4 - Inibicéo efetiva da geoprépolis de M. quadrifasciata quadrifasciata frente S.
epidermidis e C. acnes (didmetros dos halos de inibi¢céo)

Concentragoes S. epidermidis (em mm) C. acnes (em mm)
0,05% -* -+

0,10% -* -

0,15% -* -

0,5% -* -

1,0% 1,00 £ 0,00 11,33 £ 3,05
10% 3,33+ 2,40 26,00 + 3,41

*As placas ndo apresentaram inibigdo microbiana.
Fonte: Autoria prépria (2022)

Bona e colaboradores (2014) definiram que halos com didmetro maior ou igual
a 6 milimetros possuem atividade inibitoria. As reprodugdes realizadas nas
concentracdes de 0,05%, 0,1%, 0,15% e 0,5% nao apresentaram formacao de halo

de inibigdo e houve crescimento microbiano sem interferéncias. Em contrapartida, as
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placas que continham os discos embebidos com extrato de geopropolis nas
concentracbes de 1,0% e 10% apresentaram atividade antimicrobiana e formaram
halos de inibicado (Fotografia 6).

A inibicdo efetiva apresentada para S. epidermidis demonstrou que, apesar
da formacédo de halos no estudo com o extrato, o responsavel pela atividade
antimicrobiana frente a essa bactéria foi 0 alcool. Nessa situagao, a geopropolis serviu
para que a inibicdo do alcool frente S. epidermidis fosse aumentada. Além disso, ao
ser aplicada a ANOVA entre os resultados alcancados para essa bactéria, foi obtido
um valor-P de 0,24. Quando o valor-P é maior que o nivel de significancia (0,05)
aceita-se a hipdtese de que as médias das populagdes sao iguais, ou seja, ndo ha
uma diferenga significativa entre os tratamentos e pode ser concluido que a
concentracdo de geoprépolis ndo interfere na atividade antimicrobiana perante S.
epidermidis.

C. acnes nao foi inibida pelo etanol em nenhuma das concentracgdes testadas.
Por outro lado, a geoprépolis apresentou inibicdo efetiva frente a essa bactéria,
obtendo valores médios de 11,33 = 3,05 mm e 26,00 £+ 3,41 mm, para as
concentragbes de 1,0% e 10% de extrato, respectivamente. Esses resultados
demonstram que a geopropolis € capaz de inibir o desenvolvimento de C. acnes. Com
a aplicagao da ANOVA nos dados resultantes, o valor-P obtido foi de 0,0004, sendo
menor que o nivel de significaAncia. Portanto, entende-se que ha uma diferencga
significativa entre os tratamentos e, com isso, € possivel concluir que a inibigdo efetiva
frente C. acnes é diretamente proporcional ao aumento da concentragdo de
geoproépolis.

A analise de variancia também foi aplicada entre os tratamentos das duas
bactérias, a fim de verificar se ha alguma diferencga entre elas. O valor-P calculado foi
de 1,61 x 1078, assim, as médias das populacdes sao diferentes, o que caracteriza que
existe uma diferenca significativa entre C. acnes e S. epidermidis com relagéo a

inibicdo causada pela geoprépolis.
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Fotografia 6 — Halos de inibicio formados frente S. epidermidis (1) e C. acnes (2) com extrato
hidroalcodlico de geoprépolis de Mandacaia a 1,0%

Fonte: Autoria prépria (2021)

Em formulacdes de lo¢des e cremes hidratantes, leites de limpeza, géis e pos-
solares, a concentragcao de extrato de geoprépolis deve estar em um intervalo entre
1% e 10%. Quanto maior a proporgéo, maior € o potencial antimicrobiano, desde que
a formulacdo permanecga estavel e homogénea (SANTOS et al., 2015; FRAZAO,
2017). Tendo isso em vista, foi preciso estudar se o extrato, quando em veiculo
cosmético, apresentaria alguma atividade inibitéria frente as bactérias. Visto que o
extrato de geoprépolis na concentragdo de 10% obteve maior atividade
antimicrobiana, essa solucdo foi a utilizada para o desenvolvimento da locéo
hidratante.

O pH obtido ao final da formulacao foi de 6,3. Conhecer e acompanhar o pH
do produto € um fator de grande importancia, pois relaciona-se a modificagbes na
estabilidade do cosmético e pode ser um indicativo de degradagdo (MORMINO, 2020).
Além disso, deve-se levar em consideracdao que o pH fisioldgico da pele varia entre
4.5 e 6,0, contribuindo para a formagao da barreira microbiana na superficie do corpo
(RASCHE, 2014). Em razao do pH obtido para a logao hidratante formulada ser similar
ao pH natural da pele, entende-se que essa formulacdo ndo causara problemas de

desequilibrio na microbiota cutanea, quando se tratando de acidez e/ou alcalinidade.
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O estudo da atividade antimicrobiana da logao hidratante a base de extrato
hidroalcodlico de geopropolis apresentou resultados conforme a Tabela 5. As placas
que continham a suspensdo da cultura de Staphylococcus epidermidis néo
apresentaram crescimento microbiano mesmo apés cinco dias de incubacio. Esse
resultado pode ser um indicativo de que a logéo foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano por completo nas placas, visto que nenhuma das trés amostras apresentou
a formagédo de coldnias (Fotografia 7), ou ainda, pode significar um resultado

inconclusivo.

Tabela 5 - Inibigao efetiva da logao hidratante a base de 1,5% de extrato hidroalcodlico de
geopropolis de M. quadrifasciata quadrifasciata frente S. epidermidis e C. acnes

Amostra S. epidermidis (em mm) C. acnes (em mm)

Log&o hidratante (1,5% de geoprépolis) NCa 75+0,0

aNao houve crescimento microbiano.
Fonte: Autoria propria (2022)

Fotografia 7 — Resultado em triplicata da avaliagdo da atividade antimicrobiana da logao
hidratante a base de extrato hidroalcodlico de geoproépolis frente S. epidermidis

. . w i

Fonte: Autoria propria (2022)

Com relacao aos testes com o hidratante frente Cutibacterium acnes, houve
a formacao de halos de inibicdo com didmetro médio de 7,5 mm (Fotografia 8), ou
seja, a geopropolis apresentou inibicdo efetiva sobre essa bactéria, quando em
veiculo cosmético. Entretanto, devido aos variados componentes que fazem parte da
formulacdo e que podem interferir sobre a bactéria, o potencial antimicrobiano foi
menor, se comparado com os resultados do estudo com apenas com o extrato de
geopropolis. Deve-se salientar que o extrato foi utilizado e avaliado na formulagao

como um ativo antimicrobiano, € ndo como um conservante para o cosmético. A
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formulacéo por si s6 ja possui em sua composi¢ao ingredientes especificos que agem

como conservante para o sistema.

Fotografia 8 — Halos de inibicido formados frente C. acnes com a logéo hidratante a base de
extrato hidraloélico de geopropolis

g,

6pria (2022)

Font: Ati p

Todos os resultados demonstraram uma diferenga significativa entre S.
epidermidis e C. acnes. C. acnes foi inibida efetivamente pela geopropolis,
apresentando valores acima de 7,5 mm, tanto como extrato quanto como locéo
hidratante. O préximo passo, entdo, seria acompanhar a estabilidade dessa atividade
antimicrobiana. Dessa forma, é possivel visualizar se ocorreu alguma alteragao dessa
caracteristica no decorrer do tempo e, se sim, é possivel definir qual o prazo maximo
de utilizagdo da formulagdo para garantir o resultado proposto. S. epidermidis foi
inibida majoritariamente pelo alcool e ndo apresentou crescimento quando testada
com o hidratante, sendo necessaria a repeticdo do teste com maiores concentragoes
de geopropolis, a fim de verificar se a bactéria apresentaria inibigao efetiva por esse
produto.

Em paralelo, ainda ha a possibilidade de testar mudangas na concentragao
de extrato hidroalcodlico de geoprépolis utilizado para a formulagdo do hidratante,
considerando o limite maximo de 10%, e prestando uma atengao especial a garantia

da estabilidade e homogeneidade do veiculo cosmético. A avaliagdo da atividade
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antimicrobiana deve ser reproduzida para todas as diferentes concentragdes
formuladas, assim, pode-se ter um comparativo da influéncia que a geopropolis tera
frente Staphylococcus epidermidis e Cutibacterium acnes, quando veiculada em um

cosmeético.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A geoprépolis de Melipona quadrifasciata quadrifasciata apresentou potencial
antimicrobiano efetivo frente Cutibacterium acnes. Esse potencial foi visualizado para
diferentes concentragbes do extrato hidroalcodlico de geoprodpolis e, ainda, quando
esse foi veiculado em logao hidratante corporal, reiterando a sua eficacia.

Os estudos com Staphylococcus epidermidis demonstraram que o principal
responsavel pela atividade antimicrobiana sobre essa bactéria foi o alcool. Avaliar o
aumento nas concentragcdes de geopropolis pode fazer com que esse potencial seja
alterado.

A analise estatistica demonstrou haver diferenga significativa no efeito
antimicrobiano da geoprépolis frente as duas bactérias estudadas. Quanto maior a
concentracao de geopropolis, maior a inibicdo perante C. acnes. Em contrapartida, S.
epidermidis demonstrou nao sofrer influéncia da concentracédo de geoproépolis.

Este trabalho abre um leque de possibilidades a serem exploradas, como a
avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato de geopropolis frente a outras
bactérias e com outras concentragdes, alteragdes na concentragao de extrato utilizado
na formulagdo e, ainda, a utilizagcdo do extrato em outros veiculos cosméticos. A
geopropolis € um material que possui potencial a ser explorado, visto que ainda
existem poucos estudos sobre todas as suas propriedades — quando comparado com
prépolis de A. mellifera — e ha a falta de legislagbes que definam parametros de

identidade e qualidade especificos para esse importante produto.
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