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RESUMO 

A bactéria Helicobacter pylori é um bacilo Gram-negativo microaerófilo. Devido a sua 

capacidade de colonizar as mucosas do estômago, é comumente associada a diversas doenças 

gastrointestinais graves, como gastrite crônica, câncer, entre outras. O tratamento padrão 

utilizado causa fortes efeitos colaterais, resultando em altas taxas de falha. Além disso, o 

surgimento de cepas resistentes aos antibióticos usados torna necessário o desenvolvimento de 

novas opções terapêuticas capazes de eliminar a bactéria. Neste sentido, os produtos naturais 

representam fontes promissoras de compostos únicos que exibem propriedades biológicas 

capazes de abordar diversas questões de saúde, o que despertou um interesse crescente em seu 

estudo visando o desenvolvimento de terapias alternativas seguras. A rica biodiversidade 

brasileira tem sido alvo de investigações para descobrir novas fontes de potenciais ativos. A 

própolis vermelha, encontrada no Brasil, contêm em sua composição compostos únicos, 

aumentando o interesse em avaliar suas propriedades biológicas. O objetivo do presente estudo 

foi avaliar a atividade anti-H. pylori do extrato de própolis vermelha brasileira por meio de 

ensaios in vivo e in vitro. Nos ensaios realizados, a própolis vermelha apresentou resultados 

promissores contra a H. pylori em modelos experimentais in vitro e in vivo, sendo capaz de 

atuar contra a bactéria em seu modo planctônico e agregada em biofilme. Com base nos dados 

obtidos, conclui-se que a própolis vermelha brasileira apresenta promissora atividade anti-H. 

pylori, sendo de interesse científico e podendo contribuir para o desenvolvimento de novos 

fármacos e/ou terapias alternativas capazes de combater a infecção pela bactéria. Isso encoraja 

futuras pesquisas que aprofundem ainda mais o conhecimento científico dessas valiosas fontes 

naturais. 

 

Palavras-chave: Produtos naturais, própolis vermelha brasileira, Helicobacter pylori, 

antibacteriano, antibiofilme. 

  



 

ABSTRACT 

The bacteria Helicobacter pylori is a Gram-negative, microaerophilic bacillus. Due to its ability 

to colonize the gastric mucosa, it is commonly associated with various serious gastrointestinal 

diseases such as chronic gastritis and cancer. The standard treatment often results in strong side 

effects, leading to high failure rates. Additionally, the emergence of antibiotic-resistant strains 

necessitates the development of new therapeutic options capable of eliminating the bacteria. In 

this context, natural products represent promising sources of unique compounds with biological 

properties that can address various health issues, sparking growing interest in their study for the 

development of safe alternative therapies. The rich biodiversity of Brazil has been a focus of 

investigations to discover new sources of potential bioactive compounds. Brazilian red propolis, 

found in the country, contains unique compounds, increasing interest in evaluating its biological 

properties. The aim of the present study was to assess the anti-H. pylori activity of Brazilian 

red propolis extract through in vitro and in vivo assays. In the conducted assays, Brazilian red 

propolis showed promising results against H. pylori in both in vitro and in vivo experimental 

models, demonstrating its effectiveness against the bacterium in planktonic form and when 

aggregated in biofilms. Based on the obtained data, it is concluded that Brazilian red propolis 

exhibits promising anti-H. pylori activity, representing scientific interest and contributing to the 

development of new drugs and/or alternative therapies capable of combating H. pylori infection. 

This encourages further research to deepen the scientific knowledge of these valuable natural 

sources. 

 

Keywords: Natural products, Brazilian red propolis, Helicobacter pylori, antibacterial, 

antibiofilm. 
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Apresentação 

No contexto da busca por alternativas terapêuticas eficazes e seguras, produtos naturais 

têm despertado interesse considerável. A própolis brasileira vermelha é uma fonte promissora 

pela sua composição única e potencialidades terapêuticas. A presente tese de doutorado teve 

como objetivo investigar as propriedades antibacterianas da própolis vermelha brasileira contra 

a bactéria Helicobacter pylori. 

A pesquisa busca contribuir para o conhecimento sobre o potencial terapêutico dos 

produtos naturais em relação a infecções bacterianas. A compreensão mais profunda das 

propriedades biológicas da própolis vermelha brasileira pode fornecer uma base científica 

sólida para a incorporação desse produto natural em abordagens terapêuticas. O impacto dessa 

pesquisa abrange desde a saúde pública até aplicações clínicas, oferecendo novas possibilidades 

para o tratamento de infecções. 

Em última análise, esta tese pretende ampliar o entendimento científico sobre a 

propriedade antibacteriana da própolis vermelha brasileira, contribuindo para um campo 

dinâmico onde a natureza se revela uma valiosa fonte de soluções para desafios na área da 

saúde. A interdisciplinaridade entre biologia, química e medicina impulsiona a exploração de 

estratégias terapêuticas inovadoras, baseadas em produtos naturais, em benefício da saúde 

global. 

 

Esta tese foi subdividida em quatro capítulos, conforme apresentado a seguir: 

Capítulo I- Fundamentação teórica. Apresenta uma revisão de literatura atualizada 

sobre produtos naturais, evidenciando a própolis vermelha brasileira, e suas aplicações 

farmacológicas e antimicrobiana, e sobre a bacteria H. pylori. 

 

Capítulo II – Brazilian Red Propolis Presents Promising Anti-H. pylori Activity in 

In Vitro and In Vivo Assays with the Ability to Modulate the Immune Response. Artigo 

publicado no periódico Molecules (Fator de Impacto 4.6, Qualis CAPES A2 – Ciências 

Biológicas III), em 2022, apresentando resultados da avaliação da propriedade antibacteriana 

da própolis vermelha brasileira contra a bactéria H. pylori, foram realizados ensaios para 

determinação da concentração inibitória mínima, concentração bactericida mínima e atividade 

sinérgica em combinação com o antibiótico tetraciclina. Adicionalmente, também foi avaliada 

a propriedade anti-H. pylori in vivo, utilizando ratos Wistar como modelo animal. Foram 

realizadas análises microbiológicas e histopatológicas no tecido gástrico de animais infectados 

e tratados com a própolis vermelha brasileira. 
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Capítulo III – Unveiling The Antibacterial Potential of Brazilian Red Propolis 

Against the Formation and Eradication of Biofilm of Helicobacter Pylori. Manuscrito a ser 

submetido para publicação no periódico Phytomedicine (Fator de Impacto 7.9, Qualis CAPES 

A1 – Ciências Biológicas III), em 2024, apresentando resultados da avaliação do potencial 

antibiofilme da própolis vermelha brasileira, foram realizados ensaios para determinar a curva 

de morte e avaliar possível vazamento de nucleotídeos. Adicionalmente, foram realizados 

ensaios que avaliaram o potencial de inibição da formação de biofilme e erradicação do biofilme 

da H. pylori pela própolis vermelha brasileira. 

 

Capítulo IV – Considerações finais. Principais conquistas obtidas com o estudo, 

contribuições e perspectivas futuras dos resultados da pesquisa. 

 

Também será apresentado em ANEXO toda produção cientifica realizada em 

colaboração com a equipe do Laboratório de Ensaio Antimicrobianos (LEA/UFU) e outras 

instituições pela pós-graduanda desde seu ingresso no Programa de Pós-graduação em 

Imunologia e Parasitologia Aplicadas (PPIPA/UFU). 
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1. Helicobacter pylori 

A Helicobacter pylori é uma bactéria Gram-negativa, microaerófila e espiralada, com 

forma de S ou bastonete curvo, medindo cerca de 3 a 5 μm de comprimento por 0,5 μm de 

largura. Possui parede celular externa lisa e de quatro a seis flagelos unipolares embainhados, 

com bulbo terminal (Chmiela & Kupcinskas, 2019; Malfertheiner et al., 2023). Comumente 

encontrada na mucosa que reveste o estômago humano, a H. pylori tem sido associada a 

diferentes doenças gastrointestinais, principalmente úlceras gástricas e duodenais, além do 

câncer gástrico (Chmiela & Kupcinskas, 2019). A forma de transmissão da H. pylori não é 

totalmente conhecida; no entanto, acredita-se que ocorra geralmente durante a infância, onde 

as vias oral-oral e oral-fecal são consideradas possíveis formas de transmissão (Cover & Blaser, 

2009; Sharndama & Mba, 2022). 

Essa bactéria é considerada uma das bactérias de maior prevalência em todo o mundo, 

e sua relação com inúmeras mortes nas doenças gastrointestinais a torna uma ameaça global a 

saúde pública devido a sua resistência a alguns antibióticos (Suzuki, Kusano, Horii, Ichijima, 

& Ikehara, 2022). Estima-se que mais da metade da população mundial é infectada pela H. 

pylori (Hooi et al., 2017). No Brasil, estudos mostram altas taxas de infecção por H. pylori nas 

áreas urbanas e rurais, afetando até 50% das crianças nos primeiros 2 anos de vida. Em crianças 

com idade ≤ 10 anos, a taxa de prevalência pode atingir de 70% a 90%, e esse percentual é 

semelhante em adultos (Almeida Cunha et al., 2003; Braga et al., 2007; Cartagenes, Martins, 

Carneiro, Barile, & Corvelo, 2009; Zaterka, Eisig, Chinzon, & Rothstein, 2007). 

A patogenicidade da H. pylori se dá por alguns fatores de virulência como sua 

motilidade, produção de urease, fosfolipases, lipases, mucinases, capacidade de formar 

biofilme, entre outros (Chmiela & Kupcinskas, 2019; Malfertheiner et al., 2023). No estômago, 

a bactéria move-se com auxílio de seus flagelos e de sua forma espiralada através do suco e do 

muco gástrico, reduzindo a viscoelasticidade da mucina. As proteases, fosfolipases, lipases e 

mucinases atuam sobre a camada de muco, facilitando a progressão da bactéria. A urease 

promove hidrólise da ureia em amônia e dióxido de carbono, o que reduz a acidez e torna o 

potencial hidrogeniônico (pH) do microambiente colonizado mais neutro. Esses fatores 

contribuem para permanência e sobrevivência da bactéria na mucosa gástrica, considerada um 

ambiente extremamente hostil devido à alta concentração de ácido clorídrico (Malfertheiner et 

al., 2023; Sharndama & Mba, 2022). 

A H. pylori possui outros fatores de virulência codificados por genes, e são associados 

a uma maior agressividade da bactéria. O gene vacA está presente em todas as cepas de H. 

pylori sendo responsável pela produção da chamada citotoxina vacuolizante (VacA), que tem a 
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capacidade de formar poros e induzir a vacuolização e apoptose em células epiteliais gástricas 

como também inibir a proliferação e secreção de interleucina 2 (IL-2) pelas células T. Algumas 

cepas possuem a ilha de patogenicidade cag “cytotoxin associated gene pathogenicity island – 

cag PAI”, é uma região cromossômica com 40kb adquirido horizontalmente, que contém cerca 

de 27 a 31 genes que codificam um sistema de secreção bacteriana do tipo IV, que permite a 

oncoproteína cagA “cytotoxin-associated gene A” codificada pelo gene cagA, seja liberada 

diretamente no citosol das células epiteliais gástricas. Após a liberação ocorre à desfosforilação 

de proteínas celulares, mudanças na morfologia, aumento da proliferação celular, inflamação 

crônica e processos de carcinogêneses (Ansari & Yamaoka, 2019; Malfertheiner et al., 2023). 

Protocolos recomendam que o tratamento da infecção causada pela H. pylori seja 

realizado com a terapia tripla de primeira linha, utilizando um inibidor da bomba de prótons 

mais dois antibióticos (amoxicilina, claritromicina ou metronidazol). Entretanto alguns fatores 

podem afetar o sucesso da terapia anti-H. pylori, entre eles estão, a adesão ao tratamento, 

tabagismo, sistema imune comprometido, hipersecreção de ácido gástrico, polimorfismos 

associados ao citocromo CYP2C19, alta carga bacteriana e a resistência antimicrobiana 

considerada o principal fator para o insucesso terapêutico (Coelho et al., 2018). 

H. pylori tem adquirido resistência a alguns antimicrobianos como claritromicina e o 

metronidazol. Esse aumento na resistência aos fármacos tem gerado preocupação a nível 

mundial, o último relato da Organização Mundial de Saúde (OMS) sobre bactérias que 

necessitam de novos tratamentos alternativos devido, principalmente, ao aumento da resistência 

bacteriana as drogas existentes, foi publicado em 27 de fevereiro de 2017. Nele a OMS divulgou 

uma lista de 12 bactérias resistentes a antibióticos que representam a maior ameaça para a saúde 

humana. Esta lista foi elaborada em uma tentativa de orientar e promover pesquisa e 

desenvolvimento de novos antibióticos. A lista da OMS foi dividida em três categorias (crítica, 

alta e média prioridade) de acordo com a urgência da necessidade de novos antibióticos. H. 

pylori resistente à claritromicina foi classificado como uma bactéria de alta prioridade, estando 

no mesmo grupo que Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), S. aureus 

resistente à vancomicina (VRSA) e S. aureus com resistência intermediária à vancomicina 

(VISA) (Tacconelli et al., 2018). 

Além da resistência a terapia, efeitos colaterais como náuseas, vômitos, diarreia e 

tonturas tem sido atribuídos ao uso da terapia anti-H. pylori (Coelho et al., 2018). Devido a 

estes fatores indesejáveis torna-se necessário e muito importante a pesquisa de produtos naturais 

com propriedades anti-H. pylori, que podem ser associados à terapia convencional diminuindo 

assim os efeitos colaterais e a resistência dessa bactéria. Neste contexto, os produtos naturais 
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podem ser considerados uma estratégia importante na busca por novos antimicrobianos eficazes 

e seguros. 

 

2. Produtos naturais 

As plantas medicinais são espécies vegetais que possuem componentes químicos com 

propriedades terapêuticas e podem ser utilizadas para prevenir, tratar ou aliviar doenças. A 

relação entre seres humanos e plantas medicinais remonta milênios, sendo uma das práticas 

mais antigas na história da medicina. Desde civilizações antigas, como a egípcia, a chinesa, a 

grega e a indígena, as propriedades curativas das plantas eram amplamente conhecidas e 

exploradas (Pirintsos et al., 2022). 

Com o advento da medicina moderna, houve um afastamento gradual das práticas 

tradicionais em prol de abordagens farmacológicas sintéticas. No entanto, o crescente 

reconhecimento dos potenciais terapêuticos contidos em produtos naturais tem conduzido a 

uma revalorização de tais práticas, especialmente em um cenário de busca por alternativas mais 

seguras e sustentáveis (Heinrich, 2013). 

De acordo com dados contemporâneos, a demanda por produtos naturais como 

complementos ou substitutos de tratamentos convencionais tem aumentado substancialmente. 

Estudos mostram que, entre 1981 e 2019, foram aprovados 1276 medicamentos provenientes 

de produtos naturais, refletindo uma mudança nas preferências dos pacientes em direção a 

abordagens mais naturais e menos agressivas (Newman & Cragg, 2020). Além disso, a 

crescente preocupação com a resistência antimicrobiana e os efeitos colaterais associados a 

medicamentos sintéticos tem impulsionado a investigação de produtos naturais como fontes de 

novos agentes terapêuticos (Li et al., 2023; Newman & Cragg, 2020). 

As plantas medicinais contêm uma miríade de compostos bioativos, como alcaloides, 

flavonoides, terpenoides e ácidos fenólicos, que conferem a elas suas propriedades terapêuticas. 

Esses compostos podem interagir com sistemas biológicos do corpo humano, como enzimas e 

receptores, resultando em efeitos farmacológicos específicos. A eficácia das plantas medicinais 

está frequentemente ligada a essa complexidade química e à sinergia entre seus componentes 

(Pirintsos et al., 2022). 

A investigação científica tem sido fundamental para desvendar os mecanismos de ação 

e a eficácia dos produtos naturais na saúde. Avanços tecnológicos permitiram a identificação e 

a caracterização de compostos bioativos presentes em plantas e organismos naturais, 

esclarecendo suas propriedades terapêuticas. Além disso, a biotecnologia tem possibilitado a 
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produção controlada de produtos naturais, visando a ampliação de seu potencial clínico (Lee et 

al., 2022). 

A pesquisa de produtos naturais no Brasil não é apenas de importância nacional, mas 

também global. Compostos naturais descobertos no país têm demonstrado potencial em 

diversas áreas, como antimaláricos e agentes antitumorais (Oliveira et al., 2009). Além disso, a 

bioprospecção de recursos naturais brasileiros tem chamado a atenção da comunidade científica 

internacional, abrindo portas para colaborações e compartilhamento de conhecimento. 

A biodiversidade brasileira é única e exerce influência direta no uso de produtos naturais 

na medicina tradicional. Com uma vasta variedade de ecossistemas, o Brasil abriga inúmeras 

espécies de plantas, animais e micro-organismos que têm sido empregados há séculos pelas 

populações locais para tratar doenças e promover a saúde (Gurib-Fakim, 2006). A tradição da 

fitoterapia brasileira, por exemplo, remonta às práticas indígenas e africanas, que conheciam as 

propriedades medicinais de plantas (Dutra, Campos, Santos, & Calixto, 2016; Ferreira, Arcanjo, 

& Peron, 2023). 

No contexto contemporâneo, as plantas medicinais continuam a ser relevantes devido à 

busca por abordagens terapêuticas mais naturais e menos invasivas. A medicina tradicional e 

complementar tem crescido em popularidade, e muitos pacientes buscam tratamentos à base de 

plantas para complementar os cuidados convencionais. No entanto, a segurança, a eficácia e a 

padronização das preparações à base de plantas ainda são desafios a serem superados. A 

pesquisa científica tem um papel crucial na validação desses tratamentos e na compreensão de 

seus mecanismos de ação (Heinrich, 2013). 

As plantas medicinais representam uma ponte entre a sabedoria ancestral e a pesquisa 

moderna, conectando a tradição com a inovação. Compostos bioativos derivados de plantas ou 

outras fontes naturais oferecem potencial terapêutico que pode ser explorado para desenvolver 

tratamentos seguros e eficazes. Ao unir conhecimentos tradicionais e evidências científicas, a 

utilização de plantas medicinais continua a desempenhar um papel fundamental na promoção 

da saúde e no avanço da medicina (Sofowora, Ogunbodede, & Onayade, 2013). 

Neste sentido, o potencial terapêutico da própolis tem sido objeto de pesquisa devido às 

suas propriedades bioativas. Estudos têm demonstrado a atividade antimicrobiana da própolis 

contra patógenos bacterianos e fúngicos, bem como seu potencial anticancerígeno e anti-

inflamatório (Wieczorek et al., 2022). 
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3. Própolis 

As civilizações antigas utilizaram produtos apícolas como recursos terapêuticos 

valiosos na prática medicinal. A história da medicina das civilizações dos assírios, chineses, 

tibetanos, Incas, Egípcios e Greco Romanos é muito rica, com registro de formulações 

centenárias, incluindo própolis para tratar ou prevenir doenças. Na antiguidade, egípcios, 

gregos e romanos usavam a própolis no tratamento de feridas, lesões cutâneas, úlceras e para 

intervenções cirúrgicas (Ghisalberti, 1979). 

No Egito, um dos principais ingredientes utilizados para embalsamar os cadáveres foi a 

própolis, a qual foi também usada por Aristóteles, Dioscórides, Plínio e Galneo como anti-

séptico e cicatrizante de feridas. Os gregos, incluindo Aristóteles e Hipócrates, adotaram a 

própolis como cura interna e externa. O historiador Plínio Roman refere-se à própolis como um 

medicamento capaz de reduzir o inchaço e aliviar a dor (Ioirish, 1982). 

O termo "própolis", "Pro" em prol da e "polis", cidade de abelhas, o que significa em 

defesa do pente do mel, foi descrito no século 16 na França e no século 17 a própolis foi 

considerada uma droga oficial (Bankova, Popov, & Marekov, 1982). Nos séculos subsequentes 

houve grande interesse pelas propriedades medicinais da própolis, especialmente no Leste da 

Europa. Em 1908, o primeiro artigo científico sobre a composição química e propriedades da 

própolis foi publicado (Helfenberg, 1908) e indexado ao Chemical Abstracts. 

Nas últimas décadas, a própolis ganhou ampla aceitação na medicina tradicional em 

várias partes do mundo. Este interesse pela própolis em vários países incentivou um grande 

número de estudos sobre as propriedades químicas e biológicas de própolis (de Almeida-Junior 

et al., 2023; Wieczorek et al., 2022). 

Atualmente, no mercado brasileiro e em vários outros países, é possível encontrar 

própolis em diferentes apresentações, tais como extratos líquidos ou secos, cápsulas, 

comprimidos, xaropes, cremes, entre outros. As principais atividades são como agente 

antimicrobiano (Przybylek & Karpinski, 2019), antioxidante (de Almeida-Junior et al., 2023), 

imunomodulatório (El-Seedi et al., 2021; Orsolic, 2022) anti-inflamatório (El-Seedi et al., 

2021), antiviral (Zulhendri et al., 2021), entre outros, as quais foram confirmadas em ensaios 

in vitro e/ou in vivo. 

As abelhas brasileiras são fruto do cruzamento entre as Apis mellifera européia e 

africana, o que levou a formação de uma linhagem “brasileira” africanizada altamente resistente 

a doenças, sem necessidade do uso de tratamentos químicos como em outros países, o que 

garante produtos apícolas brasileiros de excelente qualidade e livres de contaminação. No 

Brasil, as própolis denominadas verde, marrom e vermelha são as que possuem maior 
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importância econômica e se destacam nos comércio nacional e internacional (Salatino, Salatino, 

& Negri, 2021). 

A A. mellifera produz a própolis vermelha brasileira através da Dalbergia 

ecastophyllum, fonte botânica da própolis vermelha brasileira e responsável pela coloração 

vermelha devido à presença das isoflavonas retusapurpurinas A e B em sua resina (Moise & 

Bobis, 2020). O interesse neste produto da A. mellifera deve-se aos seus numerosos efeitos 

biológicos, tais como: citotóxico contra várias linhagens de células tumorais, antibacteriano, 

antifúngico, anticariogênico, antioxidante, antiproliferativo e anti-inflamatório, dentre outros 

(de Freitas et al., 2017; Freires, de Alencar, & Rosalen, 2016). 

A própolis vermelha brasileira teve muitos de seus compostos químicos identificados, 

tais como: flavonóides (liquiritigenina), chalconas (isoliquiritigenina), pterocarpanos 

(medicarpina), isoflavonas (formononetina), isoflavanas (vestitol, neovestitol e 7-

Ometilvestitol) e benzofenonas preniladas (mistura de gutiferona E/xantoquimol e 

oblongifolina A) (Aldana-Mejia et al., 2021; Boeing et al., 2021; de Mendonca et al., 2015). 

Do ponto de vista quimiotaxonômico, esses constituintes encontrados na própolis vermelha 

brasleira, especialmente os isoflavonóides, são marcadores quimiotaxonômicos característicos 

dos membros da subfamília Papilionoideae (Fabaceae), à qual pertence o gênero Dalbergia 

(Ccana-Ccapatinta et al., 2020). 

Devido ao exposto, a própolis vermelha brasileira se mostra uma fonte promissora, 

estimulando novos estudos que ampliem o conhecimento sobre as propriedades biológicas já 

reportadas na literatura, a fim de desenvolver novos fármacos ou terapias alternativas que 

auxiliem nos cuidados com a saúde. 
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ABSTRACT 

Background Helicobacter pylori is a bacterium associated with gastrointestinal diseases. 

Treatment is challenging, and the emergence of antibiotic-resistant strains makes the 

development of alternative therapies necessary. Natural products, such as Brazilian red propolis 

(BRP), may be of interest due to their diverse bioactive compounds with pharmaceutical 

properties. 

Purpose: To determine whether BRP has anti-H. pylori activity, particularly in inhibiting 

biofilm formation and eradicating biofilm. 

Methods: BRP was used against the H. pylori (ATCC 43526) bacteria in the assays: time-kill, 

nucleotide leakage, biofilm formation inhibition (determination of the minimum inhibitory 

concentration of biofilm of 50% - MICB50, and determination of cell viability), and biofilm 

eradication (determination of the minimum eradication concentration of biofilm of 99.9% - 

MBEC). The assay for standardization of biofilm formation by H. pylori (ATCC 43526) was 

also conducted. 

Results: In the time-kill assay at a concentration of 50 µg/mL, BRP was able to eliminate all H. 

pylori cells after 24 h of exposure. The nucleotide leakage assay showed no statistical 

differences between the control groups (only H. pylori) and the groups containing BRP at 

concentrations of 25 µg/mL and 50 µg/mL. H. pylori demonstrated the ability to form biofilm 

in vitro at a concentration of 109 CFU/mL after 72 h of incubation. The MICB50 of BRP against 

H. pylori was determined at a concentration of 15.6 µg/mL, and at concentrations of 500, 1000, 

and 2000 µg/mL, it killed all bacterial cells. The MEBC was determined at a concentration of 

2000 µg/mL. 

Conclusion: Due to the results obtained, it can be concluded that BRP has promising anti-H. 

pylori activity, being effective in inhibiting and eradicating the bacteria biofilm. Further studies 

are needed to better understand the mechanisms of action of BRP against H. pylori. 

 

Keywords: Helicobacter pylori, Brazilian red propolis, natural products, antibiofilm, time-kill, 

nucleotide leakage 

 

Abbreviations: BRP, Brazilian red propolis; MICB50, minimum inhibitory concentration of 

biofilm; MBEC, minimum eradication concentration of biofilm; SD, standard deviation; OD, 

optical density; CFU, colony forming units. 
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Introduction 

The Gram-negative bacillus Helicobacter pylori is a microaerophilic, flagellated 

bacterium capable of colonizing the mucosa of the gastric epithelium (Al-Fakhrany & 

Elekhnawy, 2023; Chmiela & Kupcinskas, 2019; Malfertheiner et al., 2023). Owing to its 

colonization site, the bacteria is associated with the development of various chronic gastric 

diseases, such as gastritis, gastric and duodenal ulcers, and is also a risk factor for the 

development of gastric cancer (Chmiela & Kupcinskas, 2019; Malfertheiner et al., 2023; Thrift, 

Wenker, & El-Serag, 2023). 

In addition to its pathogenic potential, H. pylori exhibits high prevalence rates, with 

estimates suggesting that more than half of the global population is colonized by the bacteria 

(Hooi et al., 2017). It is not yet possible to determine the exact mechanism of its transmission; 

however, indications suggest that individuals are contaminated during childhood via oral-oral 

and fecal-oral routes. Once colonized, the individual becomes a carrier and may never exhibit 

any symptoms or develop pathologies (Cover & Blaser, 2009; Sharndama & Mba, 2022). 

However, in cases where individuals become ill, the eradication of the bacteria is 

challenging. The standard gold treatment consists of triple therapy, involving a proton pump 

inhibitor (e.g., omeprazole) and two antibiotics (e.g., clarithromycin, tetracycline, and 

amoxicillin) (Malfertheiner et al., 2023). Nevertheless, this therapy presents high failure rates, 

which can be associated with its virulence factors that contribute to the development of bacterial 

resistance to the antibiotics used (Al-Fakhrany & Elekhnawy, 2023; Buzas & Birinyi, 2023; 

Malfertheiner et al., 2023). 

Such virulence factors present in H. pylori (e.g., motility, toxin production, urease 

activity, and outer membrane proteins) are also responsible for the bacteria ability to colonize 

an environment considered hostile, such as the stomach (Al-Fakhrany & Elekhnawy, 2023; 

Sharndama & Mba, 2022). The capability of biofilm formation is a virulence factor present in 

H. pylori, which is one of the primary factors associated with the development of antibiotic 

resistance (Al-Fakhrany & Elekhnawy, 2023; Elshenawi, Hu, & Hathroubi, 2023; Hathroubi, 

Servetas, Windham, Merrell, & Ottemann, 2018; Krzyzek, Grande, Migdal, Paluch, & 

Gosciniak, 2020). 

The development of antibiotic resistance by H. pylori is a serious health issue, 

recognized by the World Health Organization (WHO), which in 2017 published a list containing 

12 antibiotic-resistant bacteria that pose a threat to human health. In this list, the development 

of new therapeutic agents capable of eradicating clarithromycin-resistant H. pylori is 

considered a high priority (Tacconelli et al., 2018). 
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However, even though there is a demand for new antibiotics capable of eliminating 

bacteria resistant to current antibiotics, and acknowledging that the biofilm-forming ability of 

the bacterium plays a significant role in the development of this resistance, the biofilm-forming 

ability of H. pylori is still under-explored in scientific research. On the other hand, there are 

studies on therapeutic options with antibiofilm properties. The vast majority of the studied 

agents that have shown promising results are natural products or derivatives. (Al-Fakhrany & 

Elekhnawy, 2023). 

As the term implies, natural products are derived from natural sources, such as plants, 

animals, minerals, and microorganisms. Their scientific importance lies in being sources of 

unique active substances that possess biological properties (Newman & Cragg, 2020). Their 

use in healthcare is one of the oldest practices of human care, representing a body of folk 

knowledge passed down from generation to generation (Bernardini, Tiezzi, Laghezza Masci, & 

Ovidi, 2018). 

Propolis is a natural product produced by bees, commonly known as "bee glue". It is 

formed through a combination of buds, flowers, and various plant exudates with bee saliva 

secretions, wax, and pollen (Sforcin & Bankova, 2011). Its composition is predominantly resin 

(50%), wax (30%), essential oils (10%), pollen (5%), and organic compounds (5%). Due to the 

seasonality of natural products, the compounds present in propolis can vary according to 

geographic location or time of collection (Lachance, Wetzel, Kumar, & Waldmann, 2012; 

Wieczorek et al., 2022). As a consequence, approximately 500 different chemical components 

have been identified in propolis from various sources and locations. Among these, significant 

compounds have been identified in propolis, such as flavonoids, phenolic compounds, alcohols, 

and terpenes (Hossain et al., 2022). 

In Brazil, red propolis is the result of bees, Apis mellifera, collecting red exudates from 

the surface of the trunks of Dalbergia ecastophyllum, commonly known in Brazil as "rabo de 

bugio" (Batista et al., 2012; de Freitas et al., 2017; Moise & Bobis, 2020). Owing to its botanical 

source and the vast biodiversity of Brazil, Brazilian red propolis (BRP) contains compounds 

not found in propolis from other sources (Moise & Bobis, 2020). Literature reveals various 

biological properties attributed to BRP, such as antibacterial, antiparasitic, antioxidant, among 

others (de Freitas et al., 2017). Two studies have already reported promising anti-H. pylori 

activity of BRP against the sessile form of the bacteria (Mendonça et al., 2020; Santiago et al., 

2022). 

Therefore, considering that bacterial resistance is highly associated with the ability of 

bacterial biofilm formation (Al-Fakhrany & Elekhnawy, 2023), that natural products have 

already shown promising antibiofilm activity against H. pylori (Al-Fakhrany & Elekhnawy, 
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2023), that there is an urgent need for the development of new therapeutic options against H. 

pylori (Tacconelli et al., 2018), and that studies have already demonstrated promising anti-H. 

pylori activity of BRP against free-living forms of the bacteria (Mendonça et al., 2020; Santiago 

et al., 2022), it is encouraged to deepen this evaluation to determine if BRP also exhibits 

antibiofilm activity against H. pylori. For this purpose, the current study evaluated in vitro the 

potential of the crude hydroalcoholic extract of BRP against the formation and eradication of 

the biofilm of H. pylori (ATCC 43526). 

 

Methods 

Crude Hydroalcoholic Extract of Brazilian Red Propolis 

The crude hydroalcoholic extract of Brazilian Red Propolis (BRP) used in the present 

study was collected in the Brazilian municipality of Canavieiras, located in the southern region 

of Bahia, northeastern Brazil, in March 2019, by the Association of Beekeepers of Canavieiras 

(Cooperativa de Apicultores de Canavieiras, COAPER, Bahia, Brazil). The sample was 

submitted to the National System for the Management of Genetic Heritage and Associated 

Traditional Knowledge (SISGEN), and registered as AF234D8. The processes of extraction, 

phytochemical characterization, and purity standards of the BRP used were previously 

described by Santiago et al. (2022). 

 

Bacteria used in the assays 

The H. pylori strain used is sourced from the American Type Culture Collection (ATCC 

43526) and is part of the culture collection of the Laboratory of Antimicrobial Testing (LEA) 

at the Federal University of Uberlândia (UFU). The strain is preserved under cryopreservation 

at -80°C in Brucella broth (Difco Labs, Detroit, MI, USA) supplemented with 10.0% (v/v) 

bovine fetal serum and containing 20.0% (v/v) glycerol. 

For bacterial cultivation, H. pylori was seeded on Brucella agar (Difco) containing 5% 

of defibrinated horse blood or in Brucella broth (Difco) supplemented with 10.0% bovine fetal 

serum. It was then incubated in a CO2 incubator (Panasonic Biomedical, Netherlands, 

Amsterdam) at 37°C for 72 hours in an atmosphere containing 10.0% CO2. 

 

Time-Kill 

The Time-Kill assay of BRP against H. pylori (ATCC 43526) was conducted in 

triplicate, as described by Sposito et al. (2019), with minor modifications. For the assay, the 

bacterial inoculum was adjusted to contain 5x105 Colony Forming Units per milliliter 

(CFU/mL). BRP was added at concentrations of 25 and 50 µg/mL, and tetracycline, evaluated 
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at a concentration of 0.74 µg/mL, was used as a positive control. The bacterial inoculum without 

any treatment was used as a negative control. The assay was incubated in a CO2 incubator at 

37°C. 

To perform the viable bacterial colony count, aliquots were removed at 0 and 30 min, 

and at 2, 4, 8, 12, 24, 32, 36, 48, 56, 60, and 72 h. The aliquots were diluted in a 1:10000 ratio 

and seeded on Brucella agar containing 5% defibrinated horse blood. The agar was incubated 

under the necessary conditions and after 72 hours, colony counting was conducted. The results 

were expressed as mean ± standard deviation (SD). The time-kill curve was constructed by 

plotting log10 CFU/mL against time using GraphPad Prism (version 8.0) software. 

 

Nucleotide Leakage 

To evaluate whether BRP causes damage to the cell membrane of H. pylori, the 

nucleotide leakage assay was performed. The assay was conducted as described by Chen and 

Cooper (2002), with modifications. Briefly, the bacterial inoculum was adjusted to achieve a 

final concentration of 5x105 CFU/mL in three test tubes, one containing 25 µg/mL of BRP, 

another 50 µg/mL of BRP, and the third containing only the inoculum. Additionally, three tubes 

containing only broth and BRP at the evaluated concentrations were used as blanks. The tubes 

were incubated in a CO2 atmosphere for 24 hours. After incubation, the contents of the tubes 

were filtered through 0.2 µm syringe filters, and the absorbance was measured at 260 and 280 

nm using a microtiter plate reader (GloMax®, Promega, Madison, WI, USA). The absorbance 

values obtained were subtracted from their respective blanks by subtraction. The assay was 

performed in triplicate, and the results of optical density (OD) were graphically represented 

using GraphPad Prism (version 8.0) software. 

 

Standardization of Biofilm Formation 

The optimal inoculum concentration and incubation time for biofilm formation were 

determined using the biofilm formation standardization assay, adapting Sandberg, Maattanen, 

Peltonen, Vuorela, and Fallarero (2008) methodology for H. pylori in order to respect the 

nutritional and physiological characteristics of the bacteria. The bacteria were incubated in a 

CO2 incubator for 3, 5, and 7 days at concentrations ranging from 106 to 109 CFU/mL in 96-

well microplates.  

After incubation, the contents were removed from all wells, and they were washed with 

Milli-Q water to ensure removal of planktonic cells. The adhered biofilm in the microplate was 

fixed with methanol for 20 minutes, after which the methanol was removed and crystal violet 

(0.2% v/v) was added to the wells for 10 minutes. The crystal violet was then removed and 
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excess washed off with tap water. After drying, 200 µL of 33% (v/v) acetic acid was added to 

the wells to solubilize the dye adhered to the cells. After 30 minutes, the reading was taken at 

595 nm using a microtiter plate reader (GloMax®). The assay was carried out in triplicate and 

the OD values obtained were expressed graphically. 

 

Minimum biofilm inhibition concentration 

To evaluate the potential of BRP to inhibit biofilm formation of H. pylori, the study 

assessed the Minimum Inhibitory Concentration of Biofilm (MICB50), which is the lowest 

concentration of the sample evaluated capable of inhibiting the formation of 50% or more of 

the biofilm (Wei, Campagna, & Bobek, 2006). Additionally, the assessment of cell viability 

was conducted through CFU count. 

Two 96-well microplates were prepared identically for the assessment. Briefly, dilutions 

of BRP were made, with final concentrations ranging from 0.98 to 2000 µg/mL. Tetracycline 

was used as a positive control with concentrations ranging from 0.0115 to 5.9 µg/mL. An 

inoculum of H. pylori at a concentration of 109 CFU/mL was added to all wells, and a control 

with only the inoculum and Brucella broth was also used. The microplates were incubated for 

72 hours at 37ºC in a CO2 incubator. 

After incubation, the microplate designated for determining the MICB50 underwent the 

process described above, standardized by Sandberg et al. (2008), for quantification of OD. The 

percentage of inhibition was calculated using the equation: 1-(At595nm/Ac595nm)x100; where 

At595nm and Ac595nm are the absorbances of the wells treated with BRP and the control, 

respectively (Wei et al., 2006). 

The microplate designated for CFU counting had the contents of its wells aspirated, and 

was carefully washed with Milli-Q water to eliminate residual planktonic cells. After this, new 

broth was added to all wells and the microplate underwent a sonication process so that the 

adhered cells could be dislodged by vibration. Dilutions ranging from 10-1 to 10-7 were 

performed per well, and 50 µL of each dilution was plated on new Brucella agar containing 

5.0% defibrinated horse blood, which was then incubated according to the needs of the bacteria. 

After incubation, the colonies were counted and the result expressed in Log10 CFU/mL. All 

assays were performed in triplicate and the results were graphically represented. 

 

 

 

Minimum biofilm eradication concentration 
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To determine if BRP has the ability to eradicate H. pylori biofilm, the minimum biofilm 

eradication concentration (MBEC) was assessed. This is defined as the lowest concentration of 

the sample capable of reducing the number of viable cells in the biofilm by at least 99.9% 

(Polonio, Mermel, Paquette, & Sperry, 2001). Additionally, the biomass was evaluated by 

obtaining the OD (Sandberg et al., 2008). 

The assay to evaluate the eradication of H. pylori biofilm by BRP is similar to the one 

used for assessing biofilm formation inhibition, with the main difference being in the initial 

steps. Initially, only the bacterial inoculum (109 CFU/mL) is added to all wells of the 

microplates. This is then left to form and adhere as a biofilm to the microplate at 37ºC for 72 h 

in a CO2 incubator. After this period, the contents of the wells are removed, and fresh broth 

containing varying concentrations of BRP (0.98 to 2000 µg/mL), tetracycline (0.0115 to 5.9 

µg/mL) for testing the eradication potential of these substances on the established biofilm, or it 

contains only the broth (serving as a negative control, with the inoculum only) is carefully added 

to the wells. The microplates are then reincubated under the same conditions for an additional 

72 hours. 

After the incubation period, one microplate underwent the process previously described 

using crystal violet as a dye to obtain the OD (Sandberg et al., 2008). The other microplate 

underwent the same process, also previously described, to perform the count of CFU/mL. 

MEBC value was calculated by dividing the count of microorganisms obtained in the treatments 

by the count obtained in the negative control (inoculum only) and multiplying the result by 100 

to obtain the percentage of biofilm eradication (Polonio et al., 2001). All assays were performed 

in triplicate and the results were graphically expressed. 

 

Statistical analysis 

The results of the nucleotide leakage assay were presented as means ± standard 

deviations. The normality of the data was assessed using the Shapiro-Wilk test. Since the data 

showed a normal distribution, it was then analyzed using one-way analysis of variance 

(ANOVA). Statistical differences were considered significant at p < 0.05. 

Results 

The Time-Kill curve of H. pylori (ATCC 43526) is represented in Figure 1. It was 

determined that after 24 h of exposure of the bacteria to 50 µg/mL of BRP, the CFU count was 

reduced to zero. When exposed to 25 µg/mL of BRP, even after 72 h, it did not eliminate 

bacterial growth. Tetracycline at 0.74 µg/mL, used as a positive control, eliminated the growth 

within 56 h of exposure. 
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The results obtained in the nucleotide leakage assay were represented in Figure 2 and 

demonstrate that BRP does not cause damage to the cell membrane of H. pylori (ATCC 43526), 

as no statistical differences were observed between the OD obtained with the treatments of 25 

and 50 µg/mL of BRP compared to the OD obtained in the control (bacteria only). 

In the assay for the standardization of biofilm formation, it was observed that after 3 

days of incubation at an inoculum concentration of 109 CFU/mL (Figure 3), H. pylori (ATCC 

43526) formed a biofilm in satisfactory quantities for the continuation of the experiments. 

Therefore, this inoculum concentration and incubation time were selected for the continuation 

of the experiments on the inhibition of biofilm formation and biofilm eradication. 

The BRP was able to inhibit 50% of the biofilm formation of the bacteria at a 

concentration of 15.6 µg/mL (MICB50 value). Additionally, it was observed that at 

concentrations of 500, 1000, and 2000 µg/mL, there was no cell growth (Figure 4A). 

Tetracycline achieved the same action at a concentration of 0.0461 µg/mL, but was not able to 

eliminate viable cells at the evaluated concentrations (Figure 4B). 

The data from the eradication assay are represented in Figure 5. It was determined that 

the MEBC of BRP is 2000 µg/mL. Furthermore, it is noticeable that in addition to eliminating 

99.9% of the cells, BRP also achieved lower OD values, which represent the biofilm aggregate, 

compared to the control (Figure 1A). On the other hand, tetracycline also obtained lower OD 

values than the control; however, at the evaluated concentrations, it was not possible to 

determine an MEBC value, as cells were still viable at the highest concentration evaluated. 

 

Discussion 

To the best of our knowledge, the results obtained in the present study regarding the 

properties of BRP against the bacteria H. pylori are unprecedented in the scientific literature. 

Although there are some studies that have evaluated the antibacterial properties of propolis 

samples from different locations (Baltas, Karaoglu, Tarakci, & Kolayli, 2016; Boyanova et al., 

2003; Villanueva et al., 2015; Widelski et al., 2022) their antibiofilm property has not been 

explored.  

In previous studies, our research group determined that the minimum bactericidal 

concentration (MBC) of BRP against H. pylori (ATCC 43526) is 50 µg/mL (Santiago et al., 

2022). Due to this, this concentration was chosen for evaluating the H. pylori time-kill curve, 

with the BRP concentrations assessed being 50 µg/mL (1x MBC) and 25 µg/mL (1/2 MBC). 

Tetracycline was also used at the MBC concentration defined by the authors (0.74 µg/mL) 

(Santiago et al., 2022). 
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Therefore, our study determined that the time required for BRP at a concentration of 50 

µg/mL to completely eliminate H. pylori (ATCC 43523) is 24 h, and its sub-bactericidal 

concentration (25 µg/mL) was not able to eliminate the bacteria even after 72 h of exposure. 

The antibiotic tetracycline at a concentration of 0.74 µg/mL took 56 h to eliminate the bacteria, 

which is 32 h more than what was necessary for BRP at 50 µg/mL. 

Due to the lack of studies that have charted this time-kill curve profile for propolis 

samples, it is not possible to discuss the results of the present study with other authors. 

However, comparing with other natural products, Ye et al. (2015) used Chenopodium 

ambrosioides to determine the time-kill of H. pylori (NCTC11637), and complete elimination 

of the bacteria occurred in 24 h at concentrations of 1x and 2x the determined minimum 

inhibitory concentration (16000 µg/mL). Taking together the data from the present study and 

that of the authors (Ye et al., 2015), it can be suggested that natural products may exhibit 

bactericidal activity against H. pylori within the first 24 h of contact. 

Some antibacterial agents have the property of causing irreversible damage to the 

bacterial cytoplasmic membrane. When the leakage of cytoplasmic content is detected, this 

release of intracellular content is used as an indicator of membrane integrity (Chen & Cooper, 

2002). In the present study, no statistical differences were observed in the nucleotide leakage 

between the control and those treated with BRP at 25 and 50 µg/mL after 24 h of exposure, 

indicating that the bacterial death caused by BRP does not cause any damage to the membrane 

of H. pylori (ATCC 43526). 

Another novel finding in the scientific literature presented by this study is about the 

antibiofilm property of BRP against H. pylori (ATCC 43526). No other studies were found that 

evaluated the antibiofilm action, even though there have been studies demonstrating the 

antibacterial potential of propolis in both in vitro and in vivo assays (Mendonça et al., 2020; 

Santiago et al., 2022). The biofilm-forming capability of H. pylori is one of the mechanisms 

associated with the development of antibiotic resistance, with the particularity being that the 

bacteria can change its classic bacillus morphology to coccoid-shaped, thus obtaining a more 

resistant biofilm (Elshenawi et al., 2023). 

In the present study, the H. pylori strain (ATCC 43526) proved capable of forming 

biofilm at a concentration of 109 after 72 h of incubation at 37°C in a CO2 incubator. The biofilm 

formation inhibition assay determined that BRP can inhibit biofilm growth by 50% at a 

concentration of 15.6 µg/mL and completely eliminate viable cells at concentrations starting 

from 500 µg/mL. Due to the complexity of the bacterial community in biofilm, it is estimated 

that the dose of an antibacterial agent required to effectively eliminate the biofilm may be 10- 

to 1000-fold higher than the dose needed to eliminate the bacteria in its planktonic form (Fux, 
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Stoodley, Hall-Stoodley, & Costerton, 2003; Mooney et al., 2018; Richards & Melander, 2009). 

The current study corroborates this estimate, as the necessary concentration of BRP to 

completely eliminate the biofilm of H. pylori (ATCC 43526) was 500.0 µg/mL, and in other 

studies a BRP concentration of 50.0 µg/mL was sufficient to eliminate the planktonic cells of 

the same bacteria. 

de Sa Assis et al. (2022) conducted a study evaluating the potential of the aqueous 

extract of Brazilian green propolis in inhibiting the formation of biofilm by bacteria associated 

with endodontic infections. The bacteria tested included Fusobacterium nucleatum (ATCC 

25586), Parvimonas micra (ATCC 23195), Prevotella intermedia (ATCC 35406), 

Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), and P. endodontalis (ATCC 33563). The authors 

determined that the extract was effective in reducing both the biomass and the cellular viability 

of the evaluated bacteria at a concentration of 110000.0 µg/mL, with the exception of P. micra, 

for which the most effective concentration for reducing viability was 55000.0 µg/mL (de Sa 

Assis et al., 2022). 

Other researchers, Meccatti et al. (2023), also investigated the inhibitory action on 

biofilm formation of Brazilian green propolis. They assessed the effectiveness of a combination 

of hydroethanolic extract of Brazilian green propolis (concentration of 5000.0 µg/mL) with 

Cinnamomum verum (concentration of 2200.0 µg/mL) against various strains of Acinetobacter 

baumannii and Pseudomonas aeruginosa. The authors found that, in some cases, the 

combination of these two natural products was statistically more effective in inhibiting biofilm 

formation than the use of chlorhexidine, which was used as a positive control in the study 

(Meccatti et al., 2023). 

The studies mentioned above by de Sa Assis et al. (2022) and Meccatti et al. (2023), 

regarding the antibiofilm action of Brazilian green propolis extracts against different bacterial 

species, combined with the results obtained in the present study on the antibiofilm property of 

BRP against H. pylori (ATCC 43526), highlight the biological potential of these extracts and 

how Brazilian biodiversity is capable of producing resources with active potential against 

various pathogenic bacteria. 

When it comes to antibiofilm action, there are various opinions about which strategy is 

more relevant. Wei et al. (2006) argue that preventing biofilm formation is more effective, as it 

prevents the biofilm from becoming mature. On the other hand, Olson, Ceri, Morck, Buret, and 

Read (2002) contend that the efficacy of an agent in eliminating mature biofilm increases the 

success rate in the treatment of clinical diseases. In the present study, BRP showed promise 

against H. pylori (ATCC 43526) in both strategies, as it was capable of completely inhibiting 

the cellular viability of biofilm formation at a concentration of 500.0 µg/mL, and also of 
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completely eliminating the viability of mature biofilm in the eradication assay at a concentration 

of 2000.0 µg/mL. 

The study by Meccatti et al. (2023), previously mentioned, which assessed the activity 

of Brazilian green propolis in combination with C. verum extract against the bacteria A. 

baumannii and P. aeruginosa, also evaluated the effect of this combination on mature biofilms 

of the same bacteria. In all the assays conducted, the authors determined that there was a 

significant reduction in mature biofilm density, when the concentration of green propolis extract 

in the mixture was 5000.0 µg/mL (Meccatti et al., 2023). In the current study, BRP achieved 

total eradication of mature H. pylori (ATCC 43526) biofilm at a concentration of 2000 µg/mL. 

Once again, the data obtained here, as well as by other authors (Meccatti et al., 2023), highlight 

that natural products from Brazilian sources are a source of bioactive compounds of great 

interest in combating pathogenic bacteria and their mechanisms of action. 

Further investigation into the effects of BRP against H. pylori is necessary before it can 

truly become an alternative therapy in combating the bacteria. However, the results presented 

in this study contribute further to the advancement of this topic and bring unprecedented 

novelties. 

 

Conclusion 

Based on the data obtained in this study, it can be concluded that BRP has promising 

antibiofilm activity against H. pylori (ATCC 43526) under the evaluated in vitro conditions, as 

it was capable of completely eliminating bacterial cells in both biofilm formation and 

eradication, and was able to inhibit 50% of biofilm formation. It is also determined that the time 

required for BRP to eliminate planktonic cells of H. pylori is 24 h. Furthermore, it can be 

suggested that the bacterial death of the planktonic cells does not cause damage to the 

cytoplasmic membrane, as indicated by the nucleotide leakage assay. 
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Figure 1 – Time-Kill curve of Helicobacter pylori (ATCC 43526) obtained after 72h of 

exposure to the treatments. 
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Figure 2 – Nucleotide leakage from Helicobacter pylori (ATCC 43526) observed after 24 h of 

exposure to treatments. No statistical differences were found between the treatments and the 

control. 
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Figure 3 - Biofilm formation of Helicobacter pylori (ATCC 43526) obtained by optical density 

(595 nm) after 3, 5 and 7 days of incubation at inoculum concentrations of 106, 107, 108 and 109 

CFU/ml. 
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Figure 4 - Graphical representation of biofilm formation inhibition of Helicobacter pylori 

(ATCC 43526) as demonstrated by optical density (OD) and numbers of microorganisms 

(Log10 CFU/mL). (A) Brazilian red propolis. (B) Tetracycline. The MICB50 value is represented 

in dark gray. 
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Figure 5 - Graphical representation of the eradication of Helicobacter pylori (ATCC 43526) 

biofilm as demonstrated by optical density (OD) and numbers of microorganisms (Log10 

CFU/mL). (A) Brazilian red propolis. (B) Tetracycline. The MEBC value is represented in red. 
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CAPITULO IV 

Considerações Finais  
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Nas considerações finais deste estudo sobre a atividade anti-H. pylori da própolis 

vermelha, as seguintes conclusões são destacadas: 

 

• Promissora Atividade Anti-H. pylori in vitro: Com base nos dados obtidos, pode-

se concluir que o extrato hidroalcoólico bruto de própolis vermelha exibe uma 

atividade anti-H. pylori promissora in vitro. Sua capacidade bactericida, em 

concentrações baixas, tanto contra cepas padrão quanto isoladas clinicamente, 

sem interferir nos efeitos de um antibiótico utilizado na terapia padrão, destaca 

seu potencial como agente terapêutico contra a infecção por H. pylori. 

 

• Promissora Atividade de inibição e erradicação de biofilme: Os ensaios voltados 

para avaliação da propriedade antibiofilme levam a conclusão de que a própolis 

vermelha brasileira é eficaz tanto na inibição da formação do biofilme, como na 

eliminação do biofilme maduro da H. pylori.  

 

• Eficácia Anti-H. pylori in vivo: Os estudos microbiológicos e histopatológicos 

realizados demonstram a capacidade do extrato em reduzir a carga bacteriana e 

modular a resposta imune nos tecidos biológicos de ratos infectados. Esses 

resultados respaldam a promissora atividade anti-H. pylori do extrato em 

ambientes biológicos mais complexos, sugerindo um potencial valor terapêutico. 

 

Novas perspectivas de agentes antibacterianos surgem a partir das conclusões deste 

estudo sobre a atividade anti-H. pylori da própolis vermelha, apontando para direções futuras 

promissoras no campo da terapia antibacteriana e da exploração de produtos naturais como 

fontes de compostos bioativos. 

A constatação de que o extrato hidroalcoólico bruto de própolis vermelha exibe uma 

atividade anti-H. pylori in vitro promissora sugere uma potencial alternativa terapêutica contra 

infecções por H. pylori. Esta descoberta pode direcionar pesquisas para o isolamento e 

identificação de compostos específicos na própolis vermelha responsáveis por essa atividade, 

abrindo caminho para a formulação de novos agentes antibacterianos baseados em produtos 

naturais. Além disso, a eficácia anti-H. pylori demonstrada in vivo através da redução da carga 

bacteriana e da modulação da resposta imune em tecidos biológicos de ratos infectados aponta 

para uma potencial aplicação clínica da própolis vermelha como agente terapêutico. Esse 

resultado encoraja pesquisas clínicas mais aprofundadas para avaliar a segurança e eficácia da 

própolis vermelha em seres humanos, bem como para entender os mecanismos moleculares 
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subjacentes a esses efeitos. Esses resultados também podem estimular a busca por outros 

produtos naturais com atividades similares, explorando a riqueza da biodiversidade para a 

descoberta de novos agentes terapêuticos. 

Portanto, este estudo enfatiza a importância de investigar e explorar produtos naturais 

como fontes de soluções terapêuticas inovadoras. As perspectivas delineadas pelas descobertas 

ressaltam a necessidade contínua de investigações interdisciplinares que incorporem a biologia, 

química e medicina para desvendar os segredos dos compostos bioativos e suas aplicações. À 

medida que a pesquisa avança, a esperança é que esses estudos não apenas nos levem a 

abordagens terapêuticas mais eficazes, mas também inspirem um compromisso renovado com 

a conservação da biodiversidade e a promoção da saúde humana. 
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