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Resumo
Este estudo buscou avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano da
propolis das espécies de abelhas sem ferrdo Melipona quadrifasciata
anthidioides, Plebeia droryana e Scaptotrigona depilis. As amostras de
propolis foram coletadas e os extratos etanodlicos foram preparados. A
atividade antioxidante foi avaliada através da capacidade de captura do
radical livre 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e da protecdo contra
hemolise induzida por 2,2’ Azobis 2-metilpropanamida dicloridato (AAPH)
em eritrocitos. As avaliagdes antimicrobianas foram determinadas frente a
espécie de fungo Candida albicans e as espécies de bactérias
Staphylococcus aureus (gram-positiva) e Escherichia coli (gram-negativa),
utilizando-se as técnicas de difusdo em &gar (avaliacdo qualitativa) e
microdiluicdo (avaliagcdo quantitativa). A atividade antioxidante da propolis
para cada espécie é representada através da concentracdo capaz de
inibir 50% dos radicais livres (ICsp): M. g. anthidioides (77,3 = 2,7 ug/ml),
P. droryana (133,7+ 19,9 ug/ml) e S. depilis (1749 £ 65 pg/ml). No ensaio
de inducdo de hemdlise, a propolis de M. g. anthidioides foi capaz de
proteger os eritrocitos contra hemolise apds 60, 120 e 180 minutos de
incubacdo, sem promover alteraces morfolégicas nas membranas dos
eritrocitos. Nas concentracfes avaliadas, todas as amostras
apresentaram efeito fungicida contra C. albicans (nas concentracdes
testadas de 6,25-25 mg/ml para M. g. anthidioides ; de 25-100 mg/ml para
P. droryana e S. depilis). Frente a bactéria S. aureus, a propolis de M. .
anthidioides exerceu acao bactericida (6,25-25 mg/ml), ja as amostras de
P. droryana (3,125-12,5 mg/ml) e S. depilis (25-100 mg/ml) apresentaram
acdo bacteriostatica. Nenhuma amostra de prépolis apresentou atividade
contra a bactéria E. coli nas concentracdes avaliadas. Em conjunto estes
dados mostram o perfil antioxidante e antimicrobiano da prépolis das
abelhas nativas sem ferrdo M. g. anthidioides, P. droryana e S. depilis.
Além de caracterizar o potencial biolégico da propolis destas espécies,
este estudo contribui indiretamente para conservagao da biodiversidade

brasileira.
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Palavras-Chave: Meliponinae; estresse oxidativo; fungicida; bactericida;

bacteriostatico.

ABSTRACT

This study sought to evaluate the potential antioxidant and antimicrobial
activities of propolis from stingless bee species Melipona quadrifasciata
anthidioides, Plebeia droryana and Scaptotrigona depilis. The propolis samples
were collected and the extracts prepared. The antioxidant activity were
evaluated by their ability to capture free radicals using the 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl (DPPH) and protection against hemolysis induced by 2,2 'azobis (2-
methylpropanamide) dicloridato (AAPH) in erythrocytes. Antimicrobial activity
were determined against the species of fungi Candida albicans, and
Staphylococcus aureus (gram positive bacteria) and Escherichia coli (Gram
negative bacteria), using the agar diffusion techniques (qualitative evaluation)
and microdilution (quantitative evaluation). The antioxidant activity of propolis
for each species was represented by the concentration able to inhibit 50% of
free radicals (ICsp): M. . anthidioides (77.3 £ 2.7 ug / ml), P. droryana (133.7 +
19.9 mg / ml) and S. depilis (1749 £ 65 mg / ml). In the test of induction of
hemolysis the propolis M. g. anthidioides was able to protect erythrocyte against
hemolysis 60, 120 and 180 minutes of incubation, without promoting
morphological changes in the membranes of erythrocytes. In the concentrations
tested, all samples showed fungicidal effect against C. albicans (M. q.
anthidioides between: 6.5 to 25 mg / ml, P. droryana between: 25-100 mg / ml
and S. depilis between: 25-100 mg / ml). Against the bacteria S. aureus the
propolis from M. g. anthidioides showed bactericidal effect (6,25 to 25 mg / ml),
the propolis from P. droryana (3,125 to 12,5 mg / ml) and S. depilis (25-100
mg/ml) showed bacteriostatic effect. No samples of propolis showed activity
against the bacteria E. coli in the concentrations evaluated. Together these data
show the antimicrobial and antioxidant activity of propolis from native stingless
bees M. g. anthidioides, P. droryana and S. depilis. In addition to characterizing
the biological potential of propolis of these species, this study contributes

indirectly to biodiversity conservation in Brazil.

Keyword: Meliponinae; oxidative stress, fungicidal, bactericidal, bacteriostatic.
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1. Introducéo

1.1. Abelhas
As abelhas pertencem a ordem Hymenoptera, sdo descendentes das

vespas, que ao invés de aranhas e pequenos insetos, se alimentam de pdlen.
Atualmente sdo descritas mais de 20 mil espécies, mas acredita-se que o

dobro destas ainda nao foram descritas (Santos, 2002).

Estes insetos destacam-se como eficientes forrageiros e polinizadores,
sendo por si s6 0s mais importantes agentes da polinizacdo. Segundo Grimaldi
e Engel (2005), surgiram a cerca de 120 milhdes de anos, periodo que houve .
O papel ecologico das abelhas é fundamental na manutencédo da diversidade
de espécies vegetais, sendo que no ato de visitacdo as flores, as abelhas
transferem o pdélen de uma flor para a outra, promovendo a polinizacéo
cruzada, garantindo a variabilidade genética dos vegetais e a formacéo de

bons frutos (Santos, 2002).

Segundo a classificagdo de Michener (2007), Silveira e colaboradores
(2002) as abelhas estédo reunidas na superfamilia Apoidea, que por sua vez é
constituida por diversas familias. Dentre elas a familia Apidae apresenta
habitos sociais mais avancados e possui somente uma Apinae e diversas
tribos, sendo uma delas a Meliponini, podendo ter uma sub-tribo denominada
Meliponina (Silveira e cols., 2002). Diferentemente, Nogueira-Neto (1997) relata
gue ao invés de uma sdo quatro subfamilias: Apinae, Meliponinae, Bombinae e
Euglossinae. As trés primeiras familias estdo num estagio social avancado e a
grande maioria das outras Apoidea sao abelhas solitarias ou de habitos sociais

primitivos.
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Dentre as abelhas de hébitos sociais avancados, a subfamilia
Meliponinae geralmente encontrada em regides subtropicais agrupa as
chamadas "abelhas indigenas sem ferrdo", assim denominadas por possuirem
aparelho ferroador atrofiado ou inexistente. Estas abelhas s&o polinizadores
importantes, sendo responsaveis por 40 a 90% da polinizacdo das arvores

nativas (Kerr e cols., 1996).

De acordo com Nogueira-Neto (1997), o professor padre Jesus S.
Moure dividiu a subfamilia em duas tribos: Meliponini, a qual é composta por
todas as abelhas do género Melipona e Trigonini, constituida de varios
géneros, sendo uma tribo muito diversificada. A primeira € caracterizada por
ndo ter o habito de construir células reais, todos os componentes da colénia
nascem e se desenvolvem até o estagio adulto em células de tamanho igual.
Outra caracteristica € a entrada do ninho de suas espécies, que geralmente
esta localizada no centro de uma estrutura de barro. Diferentemente, as
abelhas da tribo Trigonini constroem células reais maiores que as outras,
sendo este o local de onde emergem as rainhas e a entrada de suas colbnias

geralmente possuem um formato de tubo.

Diversas espécies fazem parte da tribo Meliponini, como: mandacaia
(Melipona quadrifasciata), urucu (Melipona scutellaris), jandaira (Melipona
subnitida), guaraipo (Melipona bicolor), manduri (Melipona marginata), tujuba
(Melipona rufiventris), tidba (Melipona compressipes), preguicoso (Melipona
seminigra pernigra), entre outras. A tribo Trigonini € composta por muitas
espécies, tais como: jatai (Tetragonisca angustula), mirins (Plebeia spp.), bora

(Tetragona spp.), irapua (Trigona spinipes), canudo (Scaptotrigona spp.),
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marmeladas (Frisiomelitta spp.), caga-fogo (Oxytrigona tataira), entre outras

(Carvalho e cols., 2003).

As caracteristicas morfologicas das abelhas nativas sdo as mesmas
atribuidas aos outros insetos e artropodes em geral (Kerr e cols., 1996). Estas
espécies apresentam uma diversidade de cores, tamanhos e formas que as
caracterizam, algumas com tons verde, roxo e azul metdlico sdo até
confundidas com moscas varejeiras, outras possuem listras e manchas pelo
corpo, cores lisas e brilhantes, variando entre tonalidades do negro ao amarelo.
O tamanho pode variar de mais de 5 centimetros a cerca de 2 milimetros

(Santos, 2002).

O ninho dos meliponineos se apresenta de forma e tamanhos variados
(Figura 1). Uma mistura de cera branca e pura com prépolis constitui as
células, material este denominado cerume, o qual também é utilizado na
vedacdo das mesmas, ap0s a ovoposi¢do, para vedar frestas e delimitar

cavidades nos ninhos. Na tribo Meliponini, ao invés de cerume as abelhas

utilizam o geoprépolis, uma mistura de prépolis e barro (Nogueira-Neto, 1997).

Figura 1. (A) Entrada do ninho de abelhas do género Melipona. (B) Entrada do ninho de abelhas do
género Scaptotrigona.

% & 3
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A localizagdo dos ninhos é bastante diversa, podendo ser construidos
em ocos de arvores, bambus, ou até mesmo em cavidades naturais, como
barrancos, e artificiais, como muros e paredes de casas de alvenaria (Campos,

1983).

As abelhas possuem diferentes funcdes dentro da colméia, que variam
de acordo com a casta a que pertencem. A rainha € responsavel pela
reproducdo e coesdo dos membros da colénia. Dependendo da espécie, o
macho pode participar da producéo de cera ou da desidratacdo do néctar, mas
em geral sua principal funcao é copular com rainhas jovens (Kerr e cols., 1996).
Dentre as fun¢Bes das operarias, sair e alertar as demais abelhas sobre as
fontes de alimentos, argila e resinas disponiveis, flores que possuem o néctar e
pélen para serem coletados (Nogueira-Neto, 1997). Estas sdo chamadas de
abelhas campeiras, esse tipo de comunicacdo € muito importante, pois auxilia
na otimizacdo da busca de recursos para a preparacdo de produtos, como mel,

prépolis, entre outros.

1.1.1.Espécies investigadas neste estudo
Dentre as espécies presentes no Mato Grosso do Sul, nosso estudo tem

como foco a propolis produzida pelas espécies Melipona quadrifasciata
anthidioides Lepeletier, 1836, Plebeia droryana Friese, 1900 e Scaptotrigona

depilis Moure, 1942.

M.g.anthidioides, conhecida popularmente como “mandagaia”, € uma
subespécie de Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836. Integrante da tribo

Meliponini, encontra-se distribuida somente no Brasil. As espécies P. droryana
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(“mirim droriana”) e S. depilis (“canudo”) pertencem a tribo Trigonini e podem

ser encontradas na Argentina, Paraguai, Bolivia e Brasil.

A maioria dos estudos sobre estas espécies estdo relacionados a
comportamento (Sakagami e cols., 1965; Collevatti e cols., 2000; Ferreira e
cols., 2010; Lichtenberg e cols., 2010), fisiologia (Neves e cols.,2003) e
polinizagdo (Singer, 2002; Roselino e cols., 2009; Roselino e cols., 2010),
sendo poucos os relatos cientificos que descrevam o potencial farmacoldgico

de seus produtos.

1.2. Produtos das abelhas sem ferrao

1.2.1. Cera e cerume
A cera é uma placa branca secretada através de glandulas presentes

entre 0s segmentos abdominais localizados no dorso do abdome de
meliponineos jovens da colméia. Pode ser encontrada em depdsitos nos ninhos
ou compor a entrada dos mesmos em algumas espécies (Nogueira-Neto,

1997).

O cerume € o resultado da mistura da cera pura e branca com resinas
vegetais coletadas pelas abelhas de arvores e arbustos. A cor desse material
pode variar de amarelo claro a uma cor bem escura. Essa variacdo depende da
quantidade de resina (prépolis) misturada a cera ainda pura (Nogueira-Neto,

1997).

1.2.2. Samora/sabura

O pélen coletado pelas abelhas é transportado por uma estrutura nas
tibias das pernas traseiras, expansao encurvada, denominada corbicula. O

mesmo € armazenado em potes de cerume, possui um aspecto de massa e
17



uma consisténcia pastosa. A partir disso, o pdlen coletado é trabalhado e
modificado juntamente com gorduras vegetais para depois ser utilizado pelas
abelhas sem ferrdo, sendo também conhecido como samora ou saburi. Os
meliponineos manipulam a samora com suas mandibulas e durante este
processo recebe secre¢des de suas glandulas mandibulares e hipofaringeanas
(Nogueira-Neto, 1997). Sua composicao pode variar, mas geralmente constitui-

se de agua, proteinas, lipidios e glicidios (Souza e cols., 2004).

1.2.3. Mel
A matéria-prima do mel é o néctar que é coletado das flores e depois &

transformado pelas abelhas. Essa transformagéo consiste na sua desidratagao,
iSso ocorre através da exposicdo e da retracdo de uma goticula do mesmo na
lingua de varias abelhas. Assim a quantidade de agua presente no néctar vai
evaporando e o liquido vai se tornando mais denso, a sacarose ali presente se
transforma em frutose e glicose através da acao de enzimas. O mel é estocado

em potes de cerume dentro dos ninhos (Nogueira-Neto, 1997).

O mel é constituido por trés grupos de componentes essenciais: agua
(17%), glicidios (80%) e substancias diversas (3%), como enzimas,
aminoacidos, acidos organicos, flavondides e materiais minerais (Lianda,

2009).

Embora produzindo mel em menor quantidade, os meliponineos
fornecem um produto que se diferencia do mel de A. mellifera, principalmente
no sabor e no aroma, alcancando precos elevados no mercado (Crane, 1985;

Marcchini, 1998; Cortopassi, 2002; Evangelista, 2003; Alves e cols., 2005).

18



1.2.4. Geoproépolis
O geoprépolis € composto de prépolis e barro, podendo também

apresentar outras substancias. E utilizado para delimitar cavidades e também
para vedar frestas do ninho. Espécies como Melipona quadrifasciata
(mandacaia), Melipona subnitida (jandaira) e a Melipona favosa orbignyi
(manduri de Mato Grosso) apresentam sua propolis acumulada juntamente

com barro (Nogueira-Neto, 1997).

1.2.5. Prépolis
A palavra prépolis é derivada do grego pro, em defesa, e polis, cidade ou

comunidade, isto é, em defesa da comunidade (Pereira e cols., 2002). E uma
mistura complexa, formada por material resinoso e balsamico coletado pelas
abelhas dos ramos, flores, pdlen, brotos e exudatos de arvores; além desses,
na colméia, estes insetos adicionam secrecdes salivares e enzimas (Franco e
cols., 2000; Pereira e cols., 2002). As abelhas de fato usam a propolis para
protegé-las contra insetos e micro-organismos, no reparo de frestas ou danos a
colmeia, na assepsia de locais para postura da abelha rainha e na mumificacao

de insetos invasores (Marcucci, 1996).

Alguns aspectos da ecologia vegetal, zona de temperatura e
sazonalidade da regido onde a propolis foi coletada, além da variabilidade
genética da abelha rainha, sédo fatores que podem influenciar na quantidade,
qualidade e composicdo quimica deste material resinoso (Park e cols., 1998;

Bankova e cols., 2005; Sawaya e cols., 2007; Castro e cols., 2007).

A maioria dos compostos encontrados na propolis sdo distribuidos em

diversas classes principais, tais como: acido fendlico e outros ésteres,
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flavonoides (flavonas, flavononas, flavonadis, di-hidroflavondis, chalconas),
terpenos, B esterdides, aldeidos aroméaticos, alcoois, sesquiterpenos, naftaleno,
derivados de benzopirano, benzofenona, &acido caféico, derivados do &cido
cindmico e acido benzéico (Banskota, e cols., 2000; Albuquerque, e cols.,

2007).

Nos ultimos anos vém crescendo o interesse pela composi¢cao quimica
da prépolis, a qual pode ser considerada uma substancia com grande potencial
para a industria e no tratamento de diversas patologias (Marcucci 1995). Esta
resina tem apresentado propriedades terapéuticas, tais como: anti-inflamatéria,
antitumoral, anestésico local, antillcera gastrica, antioxidante, antiviral,
antibacteriana, antifingica, neuroprotetora, imunomodulatéria, entre outras
(Park e cols., 1998; Suzuki e cols., 2002; Castaldo e Capasso 2002; Fernandes
e cols., 2007; Velazquez e cols., 2007; Mannaa e cols., 2011; Watanabe e cols.,
2011; Bachiega e cols., 2012). No entanto, a maioria dos relatos presentes na
literatura descrevem propriedades relacionadas a propolis da abelha Apis

mellifera, existindo poucos estudos sobre as abelhas nativas brasileiras.

1.3. Atividades biologicas da prépolis

1.3.1. Atividade antioxidante
E crescente a preocupacéo com patologias ligadas a geracdo de radicais

livres, motivo pelo qual vem sendo desenvolvidos estudos a fim de
proporcionar entendimento e avangos no assunto. Os radicais livres sdo
moléculas reativas com um ou mais elétrons desemparelhados, sdo formados
na mitocondria e geralmente danificam moléculas como DNA, lipideos e

proteinas (Vasconcelos e cols., 2007)
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As espécies reativas de oxigénio sdo caracterizadas por serem ou
gerarem radicais livres. S&o formadas através de processos oxidativos que
ocorrem a partir de compostos biolégicos enddégenos, ou podem ser gerados a
partir de compostos exdgenos. Dentre os processos bioldgicos envolvidos, a
fosforilacdo oxidativa, responsavel pela geracdo de energia através de

formacéo de ATP na mitocéndria, € um dos mais importantes (Renz, 2003).

Sao muitas as evidéncias de que as espécies reativas de oxigénio estdo
envolvidas no envelhecimento celular e doengcas como diabetes, cancer,
catarata, entre outras (Renz, 2003; Mathew e White., 2012). Em consequéncia
disso, muitos estudos tém sido realizados a fim de buscar novas fontes naturais
com potencial antioxidante. Um composto natural que vem se destacando por
apresentar esta propriedade é a propolis da espécie Apis mellifera (Kumazawa
e cols., 2004; Teixeira e cols., 2008; Lima e cols., 2009; Izuta e cols., 2009;
Stevanato e Gregoris, 2010; Gdllcin e cols., 2010; Laskar e cols., 2010; Righi e
cols., 2011; Yang e cols., 2011; Guo e cols., 2011; Aliyazicioglu e cols., 2011;
Abu-Mellal e cols., 2012). Estes estudos atribuem a acdo antioxidante desta
resina a alguns de seus constituintes, tais como: isoflavonas, chalconas,

polifendis, flavonoides, acido cafeico e seus derivados.

1.3.2. Atividade antimicrobiana
Em decorréncia dos elevados indices de casos de contaminacgao

alimentar e infec¢des causadas por micro-organismos, além da resisténcia dos
mesmos a antibidticos convencionais, muitos estudos estdo sendo realizados
em busca de novos agentes antimicrobianos. Além de moléculas sintéticas é

importante a caracterizagdo de novas substancias que tenham origem natural,
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provenientes da nossa fauna e flora, visto que a propria evolugéo foi capaz de
selecionar compostos eficientes contra varios agentes causadores de infecgfes

(Dafre, 2001).

A propolis de A. mellifera (Endler e cols., 2003; Katircioglu e cols., 2006;
Alencar e cols., 2007; Rahman e cols., 2010; Kim e Chung, 2011; Dota e cols.,
2011; Kalogeropoulos e cols., 2011), Trigona laeviceps (Umthong e cols., 2009)
e Melipona fasciculata (Liberio e cols., 2011) apresentam importante atividade
antimicrobiana. Tais estudos correlacionam as atividades antifungica e
antibacteriana da prépolis aos seus componentes quimicos, dentre 0s quais se
encontram: polifendis, flavonoides, &cido cafeico, acido cindmico e seus

derivados.

A propolis € foco de muitos estudos, porém a grande maioria dos
trabalhos avalia esta resina obtida a partir da espécie A. mellifera. No entanto
outras espécies de abelhas sdo capazes de produzir este composto, como é o

caso das espécies de abelhas sem ferrdo.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Investigar a atividade antioxidante e antimicrobiana da prépolis das

espécies M. g. anthidioides, P. droryana e S. depilis.

2.2. Especificos
- Caracterizar a acao antioxidante da propolis das espécies M. q.

anthidioides, P. droryana e S. depilis;

22



- Verificar o efeito protetor da propolis com melhor atividade antioxidante

contra hemolise induzida em eritrocitos;

- Determinar as atividades antifiingica e antibacteriana das amostras de
prépolis, frente ao fungo Candida albicans e as bactérias Staphylococcus

aureus e Escherichia coli.

- Identificar a concentragao inibitéria minima e estabelecer a capacidade
fungicida ou fungiostéatica e bactericida ou bacteriostatica da propolis contra C.

albicans, S. aureus e E. coli.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Identificacdo das espécies
As espécies de abelhas sem ferrdo utilizadas neste estudo foram

previamente enviadas a especialistas para identificacdo. Melipona
quadrifasciata anthidioides foi identificada pelo Prof. Dr. José Benedito
Perrella Balestieri, Plebeia droryana pelo Prof. Dr. Pd. Jesus Santiago

Moure e Scaptotrigona depilis pelo Prof. Dr. Jodo M. F. Camargo.

3.2. Coleta das amostras
As amostras de propolis das espécies M. q. anthidioides, P.

droryana e S. depilis foram coletadas pelo especialista Prof. Dr. José
Benedito Perrella Balestieri, no estado do Mato Grosso do Sul
(Coordenadas: 22°13'12” S — 54°49’2” O). Apds a coleta as amostras
foram acondicionadas em tubos de ensaio estéreis, devidamente
identificados com o nome de cada espécie e posteriormente
armazenadas a -20°C. Todos os materiais utilizados na coleta foram

esterilizados para evitar qualquer tipo de contaminacéao.
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3.3. Preparo dos extratos etandlicos da propolis

Os extratos foram preparados na proporcdo de 4,5 ml de etanol
80 % para cada grama de propolis (Alencar e cols., 2007), obtendo a
concentracao final de 222,22 mg/ml. ApOs este processo as amostras
foram levadas ao banho-maria a 70°C onde permaneceram até a total
solubilizacdo em etanol 80%. Durante este periodo todos os tubos de

ensaio foram constantemente homogeneizados em um agitador “vortex”.

Depois que as solucbes foram solubilizadas a filtracdo foi
realizada em papéis filtro com o auxilio de funis de vidro. O filtrado foi
acondicionado em tubos de ensaio estéreis de 15 mL devidamente

identificados. Posteriormente os extratos foram mantidos a -20°C.

3.4. Atividade antioxidante

3.4.1 Determinacédo da Atividade Antioxidante pela Captura do Radical Livre
2,2-Difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
O radical DPPH pode ser obtido pela dissolugédo do reagente em

meio organico (Rufino e cols., 2007), gerando uma solucdo com
coloragcdo purpura, mas quando o radical é reduzido a solugcdo adquire

cor amarela (Figura 2).

Figura 2. Solucdo etandlica de DPPH com extratos, acido ascérbico e
RHT
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Este método baseia-se na reacdo do radical com substancias
antioxidantes, as quais sdo capazes de doar prétons de hidrogénio H* e reduzir
o radical. A capacidade antioxidante da amostra avaliada é evidenciada pela
porcentagem de DPPH restante na reacdo, sendo esta proporcional a
concentracdo do antioxidante (Bondet e cols., 1997; Sanchez-Moreno, 2002).
Este método € comumente utilizado por ser uma reacao estavel e simples, pois
se trata de uma reacao direta entre o radical e um antioxidante (Noipa e cols.,

2011).

Neste estudo foi utilizado o método descrito por Gupta e Gupta
(2011). A atividade antioxidante foi avaliada através da capacidade

captadora de radicais livres DPPH.

Para cada experimento foi preparada uma solucéo de 0,11mM de
DPPH em um volume de 100 mL, que foi mantida protegida da luz por se
tratar de um composto fotossensivel. Como controle positivo foi utilizado
o hidroxibutiltolueno (BHT — antioxidante sintético que possui estrutura
fendlica, com caracteristica lipossoluvel, muito utilizado na industria
alimenticia e de cosmeéticos). Inicialmente o antioxidante padrdo foi
solubilizado em etanol 80%, resultando em uma solucdo estogue na
concentracdo de 20 mg/mL. Posteriormente foram realizadas diluicbes
seriadas do controle e dos extratos nas concentracdes: 1; 10; 50; 100;

200; 300; 500; 1000; 2000 pg/mL.
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As cubetas, previamente identificadas com as diferentes
concentracOes do BHT e dos extratos, receberam 1800 pl da solucao de
DPPH e 200 pl de cada extrato e antioxidante padrdo em suas
respectivas concentracdes. As solugbes foram homogeneizadas e
incubadas por 30 minutos, no escuro. Apos este periodo estas solucdes
foram levadas ao espectrofotometro (T70 UV/VIS — PG instruments Ltda)
e as absorbancias foram mensuradas na faixa de 517 nm.

3.4.2. Protecao contra hemdélise em eritrocitos induzida por 2,2’ Azobis (2-
metilpropanamida) dicloridato (AAPH).

A avaliacdo quanto a protecdo contra hemodlise gerada pelo
indutor AAPH utiliza eritrécitos a fim de avaliar a capacidade antioxidante
de substancias. Esse tipo de célula ndo possui nucleo e mitocondrias,
indicando uma baixa atividade metabdlica, sendo a hemoglobina o seu
principal constituinte. Por apresentar o grupo heme, esta proteina é
guantificada e identificada tendo uma alta absor¢do em torno de 540 nm.
Por fim, acidos graxos poli-insaturados em alta concentracéo constituem
a membrana plasmatica dos eritrocitos, tornando-os suscetiveis a lise
através da peroxidacdo lipidica. Devido a esses fatores e pela facil
obtencdo destas células, o rompimento das hemacias causado pelas
espécies reativas de oxigénio (EROs) se torna um dos meios para
avaliar a atividade antioxidante de substancias e seus compostos (Forte-

Gomes e cols. 2009)

Por apresentar melhor atividade antioxidante no método de
captura do radical DPPH, o extrato da propolis da espécie M. g.

anthidioides foi escolhido para que se avaliasse sua capacidade de
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proteger os danos ocasionados por radicais livres as membranas dos
eritrécitos. A acdo anti-hemolitica da prépolis foi avaliada de acordo com

0 método descrito por Valente e cols. (2011), com algumas alteracdes.

Para cada experimento foram coletados 5 mL de sangue de um
doador saudavel por meio de puncao venosa, que foi depositado em um
tubo com citrato anticoagulante. Em seguida a amostra de sangue foi
centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos. Apos a centrifugagcédo o plasma
sobrenadante e a camada celular superior, rica em leucdcitos, foram
descartados e cerca de 3 mL de solucéo salina 0,9% foram adicionados
no mesmo tubo, homogeneizado e novamente encaminhado para a
centrifuga a 2000 rpm por mais 10 minutos. Depois da centrifugacao, a
solucdo sobrenadante foi novamente retirada e 0 processo se repetiu por

mais duas vezes.

Apos todo processo de centrifugacdo, 11 mL de solucdo de
hematocrito a 10 % foi preparada a partir da homogeneizacao de 9,9 ml

de solucao salina 0,9 % e 1,1 ml da papa de eritrocitos.

Neste experimento foi utilizado o indutor de hemodlise AAPH,
diluido em solucéo salina 0,9 % na concentragdo de 100 mM. O extrato
da propolis foi inicialmente solubilizado em solucéo salina 0,9% para se
obter uma solucédo estoque de 50 mg/ml e posteriormente diluido nas
concentracfes iniciais: 200, 300, 400 e 500 pg/mL. Este mesmo
processo foi realizado com o antioxidante padrdo, acido ascorbico
(antioxidante hidrossoluvel, encontrado em varios alimentos). Como

referéncia de hemolise total foi utilizada a suspensdo de eritrocitos
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incubada com agua destilada. O veiculo etanol 80%, também foi diluido

em salina a uma concentracao de 1%.

O extrato e o acido ascorbico foram avaliados na presenca e na
auséncia AAPH, verificando se estes podem induzir os eritrocitos a
hemdlise. Na primeira etapa do ensaio, os eritrcitos foram pré-
incubados por 30 minutos, em banho-maria, com 250uL de cada
tratamento, de solugdo salina 0,9%, de etanol 1% e de agua destilada
separadamente em cada tubo devidamente identificado de acordo com

os tratamentos e suas concentrag(”)es.

O hematdcrito, o extrato e o acido ascoérbico foram preparados em
concentracfes iniciais duas vezes maiores que as finais. Pois, quando
250 pl da solucéo de hemacias foram adicionados ao mesmo volume de
acido ascérbico e de extrato suas concentracfes foram reduzidas pela
metade. Depois do periodo de pré-incubacdo mais 500 ul de AAPH, de
solucéo salina 0,9 % e de agua foram adicionados aos tubos de ensaio
devidamente identificados, ocorrendo novamente a diluicdo. Apos este
processo as concentracfes finais do extrato e do acido ascorbico
avaliadas durante o experimento foram de 50, 75, 100 e 125 pg/ml e o

hematdcrito de 10 % foi diluido a 2,5 % (Tabela 1).
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Tabela 1. Procedimento experimental da indu¢cédo de hemdlise por AAPH

Pré-incubacéo (30 minutos)

Tratamentos

Concentracgéo final

Suspensédo de hemacias 10 % +
250 pl de salina

+ 500plI de Salina

Suspensédo de hemacias 2,5%

Suspensédo de hemacias 10 % +
250 pl de Etanol

+ 500pl de Salina

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Etanol

Suspensédo de hemécias 10 % +
250 pl de salina

+500p1 de AAPH

Suspensédo de hemécias 2,5% +
AAPH

Suspensédo de hemécias 10 % +
250 pl Vit.C 200 pg/ml

+500p1 de AAPH

Suspensédo de hemécias 2,5% +
Vit.C 50pg/ml + AAPH

Suspensédo de hemécias 10 % +
250 pl Vit.C 300 pg/ml

+ 500pl de Salina

Suspensédo de hemécias 2,5% +
Vit.C 75pg/ml + AAPH

Suspenséo de hemacias 10 % +
250 pl Vit.C 400 pg/ml

+ 500ul de Salina

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Vit.C 100pg/ml + AAPH

Suspensédo de hemécias 10 % +
250 pl Vit.C 500 pg/ml

+ 500pl de Salina

Suspensédo de hemécias 2,5% +
Vit.C 125pg/ml + AAPH

Suspensédo de hemacias 10 % +
250 pl Ext. 200 pg/ml

+ 500ul de Salina

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Ext. 50ug/ml + AAPH

Suspenséo de hemacias 10 % +
250 pl Ext. 300 pg/ml

+ 500ul de Salina

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Ext. 75ug/ml + AAPH

Suspenséo de hemacias 10 % +
250 pl Ext. 400 pg/ml

+ 500ul de Salina

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Ext. 100pg/ml + AAPH

Suspensédo de hemécias 10 % +
250 pl Ext. 500 pg/ml

+ 500pl de Salina

Suspensédo de hemécias 2,5% +
Ext. 125ug/ml + AAPH

Suspensédo de hemécias 10 % +
250 pl Vit.C 200 pg/ml

+ 500pl de Salina

Suspensédo de heméacias 2,5% +
Vit.C 50ug/ml

Suspensédo de hemécias 10 % +
250 pl Vit.C 300 pg/ml

+500p1 de AAPH

Suspensédo de heméacias 2,5% +
Vit.C 75ug/mi
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Suspensédo de heméacias 10% +
250 pl Vit.C 400ug/ml

+ 500pl de AAPH

Suspensédo de heméacias 2,5% +
Vit.C 100ug/ml

Suspensédo de hemacias 10% +
250 pl Vit.C 500ug/ml

+500pl de AAPH

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Vit.C 125ug/ml

Suspensédo de hemacias 10% +
250 pl Ext. 200ug/ml

+500pl de AAPH

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Ext. 50ug/ml

Suspensédo de hemacias 10% +
250 pl Ext. 300pg/ml

+500pl de AAPH

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Ext. 75pug/ml

Suspenséo de hemacias 10% +
250 pl Ext. 400pg/ml

+500pl de AAPH

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Ext. 100pg/ml

Suspensédo de hemacias 10% +
250 pl Ext. 500pg/ml

+500pl de AAPH

Suspensédo de hemacias 2,5% +
Ext. 125ug/ml

Suspensédo de hemécias 10% +
250 pl agua destilada

+ 500ul de Agua

destilada

Suspensédo de hemécias 2,5% +
Agua destilada

Apbs

acrescentar

todas

estas

solugdes, as avaliagbes

experimentais foram realizadas aos 60, 120, 180 e 240 minutos.
Aliquotas de 200 pl da solucdo de cada tubo de ensaio de cada
tratamento foram retirados e acrescentados a outros tubos contendo
1800 pl de solucéo salina. Estes foram levados a centrifuga a 3600 rpm
por 10 minutos. Para cada ponto de avaliacdo do experimento foram
utilizados 40 tubos de ensaio, além dos que permaneceram incubados a

37°C em banho-maria.

Cada uma das solucdes centrifugadas foram transferidas
cuidadosamente a cubetas, identificadas de acordo com os tratamentos
leitura foi realizada no

e suas respectivas concentragdes. A

espectrofotometro (T70 UV/VIS — PG instruments Ltda) a 540 nm.
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Laminas com aliquotas de 40 ul dos tratamentos de hemacias
com solugéo salina, com etanol, com AAPH e com a maior concentragao
do extrato e do &cido ascoérbico (125 pg/ml), com e sem o indutor de
hemolise AAPH, foram preparadas a fim de visualizar e registrar, com o
auxilio de uma camera fotogréafica acoplada ao microscépio, a morfologia

das células a cada 60 minutos de experimento.

3.5. Atividade antimicrobiana
Neste trabalho foram utilizados dois métodos para a avaliacdo dos

potenciais antimicrobianos da prépolis das espécies estudadas: o teste
de difusdo em agar é um método qualitativo, em que um micro-
organismo entra em contato com a substancia a ser avaliada através de
um meio de cultura sélido, o tamanho da zona de inibicdo de
crescimento do micro-organismo é relacionado com a concentracdo da
substancia testada. Neste método, a substancia analisada pode ser
aplicada ao meio de cultura solidificado através de discos de papel,

cilindros de aco inoxidavel ou de vidro utilizados na perfuracdo do agar.

Outro método é o de diluicdo em meio de cultura liquido (caldo),
uma avaliacdo quantitativa, em que séo relacionadas a proporcédo de
crescimento do microrganismo em meio liquido e a concentracdo da
substancia em teste. Esta avaliacdo pode ser realizada em tubos de
ensaio (macrodiluicdo) e em microplacas de 96 pocos (microdiluicdo). A

avaliacdo é comparada & um antimicrobiano de referéncia, como o

antifngico cetoconazol e o antibiético tetraciclina. O crescimento
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microbiano esté relacionado com a intensidade da turbidez da solucgéo,

guanto mais turva maior € crescimento de colonias (Pinto e cols., 2003)

Para os ensaios antimicrobianos foram utilizadas a espécie de
fungo Candida albicans (ATCC 10231) e duas espécies de bactérias, a
gram-negativa Escherichia coli (ATCC 8739) e a gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Estes micro-organismos foram
reativados em caldo BHI, subcultivados em placas de petri com Agar
Muller Hinton e incubados em estufa microbiologica a 37°C no periodo
de 18 a 24 horas. Apdés o crescimento, solu¢cdes microbianas foram
preparadas com solugdo salina 0,9 % estéril. A suspensédo foi ajustada
de acordo com o tubo padréo 0,5 da escala de Mc Farland, isto significa
que ha aproximadamente 1,5 x 10® unidades formadoras de colénia
(UFC/ml) na solugcdo preparada. Todos o0s materiais e solucdes
utilizadas nos experimentos foram previamente esterilizados, a fim de se

evitar contaminagdo e comprometer os resultados deste estudo.

3.5.1. Método de difusdo radial em Agar
Os extratos da prépolis das espécies M. g. anthidioides, S. depilis

e P. droryana foram diluidos a uma concentracdo de 200 mg/mL. Como
controles positivos foram utilizados Cetoconazol para o fungo e

Tetraciclina para bactérias na concentracéo de 4 mg/mL.

A suspensdo contendo cada espécie de micro-organismo foi
utilizada para a semeadura em placas de petri contendo meio de cultura
agar Muller Hinton solidificado. A semeadura foi realizada com o auxilio

de swabs, distribuindo os micro-organismos por toda a superficie do
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3.5.2.

agar. Todo esse processo ocorreu dentro de uma camara de fluxo
laminar, a fim de evitar possiveis contaminagcbes por outros

microrganismos.

Ao término da inoculacdo, os pocos foram confeccionados nas
placas com auxilio de cilindros metalicos. Estes foram pressionados
contra o agar retirando uma pequena parte e formando um orificio. Em
cada placa foi feito um poco para cada extrato, para 0s controles
positivos (cetoconazol para placas com fungo e tetraciclina para

bactérias) e para o controle negativo, o etanol 80%.

Cerca de 100pul de cada tratamento foram depositados nos pocos,
com o auxilio de uma micropipeta. As placas foram identificadas de
acordo com o0 microrganismo semeado e cada po¢o com seu tratamento.
Foram embaladas com papel filme e levadas a estufa microbiolégica a
37°C durante 24 h. Apds este periodo foram dimensionados o0s
didmetros dos halos de inibicao, isto €, o tamanho da area em volta dos

pocos onde ndo houve crescimento do fungo e das bactérias.

Método de microdiluicédo
Esta avaliacdo, além de confirmar os resultados obtidos nos

testes anteriores, determina a concentracdo inibitria minima dos

extratos que impede o crescimento dos micro-organismos.

Todos os experimentos foram realizados em microplacas de 96
pocos. Os indculos foram preparados como descrito anteriormente,
assim como 0s controles positivos e 0 negativo. Para cultivo dos micro-

organismos foi utilizado o caldo Mueller Hinton.
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Os extratos e os controles foram preparados nas mesmas
concentracfes do experimento anterior (extratos: 200 mg/mL e controles
positivos: 4 mg/mL), sendo avaliada a concentracdo minima capaz de

inibir o crescimento dos microrganismos.

A diluicdo comeca a partir do primeiro po¢o de cada coluna, o
qual ja contém 100yl de meio e recebeu a mesma quantidade de
extratos e controles, fazendo com que a concentracdo destes seja
reduzida pela metade. Ap6s a homogeneizag¢do, 100ul da solucao é
transferida para o po¢o seguinte, ocorrendo uma diluicdo seriada dos
tratamentos. Apés a diluicdo, cada poco recebe 10ul de inoculo a ser

testado.

As placas foram vedadas com tampas plasticas e levadas a estufa
microbiolégica a 37°C durante 24 h. Apos o periodo de incubacdo as
leituras das absorbancias foram realizadas no leitor de microplacas

(TERMO PLATE TP-READER), a 620 nm.

A partir da determinacdo da concentracao inibitéria minima de
cada uma das amostras de prépolis, foram realizados ensaios com a
finalidade de determinar a atividade (fungiostatico ou fungicida) exercida
sobre o fungo C. albicans e (bacteriostatico ou bactericida) sobre a

bactéria S. aureus.

Aliquotas de 20 pl, das solugBes presentes nos pocos referentes
as trés menores concentracdes dos extratos capazes de inibir o

crescimento de C. albicans e de S. aureus, foram adicionadas a placas
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de petri com meio de cultura agar Muller Hinton solidificado. Apds 24 h
de incubacdo em estufa microbiologica, foram avaliados os crescimentos
(efeito fungiostético ou bacteriostatico) ou nao (efeito fungicida ou

bactericida) das coldnias dos micro-organismos.

3.6. Calculos e Analises Estatisticas
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o

auxilio do programa GraphPad Prism 3.02 (GraphPad Software, San
Diego, EUA). Os resultados foram representados como as médias dos
valores * erro padrdo da média. Os dados foram analisados através do
teste t de Student, para amostras ndo pareadas, com nivel de

significancia em p < 0,05.

Para determinar a porcentagem de inibicdo do radical livre DPPH

foi utilizada a seguinte equacao:

% AA = %bsl X 100
S2

Abs; é a absorbancia de cada amostra de extrato adicionada a
solucdo de DPPH e Abs; é a absorbéancia do controle, sendo este uma
mistura de 200ul de etanol 80% com 1800ul de DPPH. A partir das
analises dos dados, foram calculados os valores do ICsp, concentracéo
capaz de inibir 50% da atividade do radical DPPH, através de regressao

ndo linear, apos a determinacdo da curva de atividade antioxidante. Com
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os dados obtidos foi calculado o fator relativo, o qual corresponde a
razéo do ICso da amostra em relagdo ao ICso do controle positivo. Para
as amostras de propolis de cada espécie de abelha foram realizados trés

experimentos independentes em duplicata.

A porcentagem de hemdlise foi calculada a partir da equacéo:

o ap = [ 2P\ x100
As Abs, absorbancias dos

sobrenadantes foram utilizadas para se determinar a porcentagem de
hemolise das amostras. Abs; é a absorbancia de cada amostra avaliada
e Abs, é a absorbancia referente a hemolise total. Foram realizados trés

experimentos independentes em duplicata.

Quanto a determinacgdo da atividade antimicrobiana, foi calculado
o valor de efetividade das amostras de prépolis em relacdo aos
controles, através da razao entre o valor do halo de inibicdo ocasionado
pelo extrato em relacdo ao halo do controle positivo, multiplicado por
100, para se obter os valores em porcentagem. Para isto, foi utilizada a

seguinte equacao: Fator de efetividade = (amostra/controle) X100.

4, RESULTADOS

4.1. Coloracédo dos Extratos

Apbés todo processo de preparacdo dos extratos de propolis, estes

apresentaram diferentes colora¢cdes sendo que o extrato de M. . anthidioides

apresentou uma cor marrom, o de S. depilis amarelo e o de P. droryana

caramelo (Figura 3).
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(A) (B) (€)

Figura 3. Extratos etandlicos da prépolis: (A) Melipona
gquadrifasciata anthidioides; (B) Scaptotrigona depilis e
(C) Plebeia droryana.

4.2. Atividade Antioxidante

4.2.1. Atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH
De acordo com a figura 4A e tabela 2, a propolis de M. g. anthidioides

demonstrou capacidade de inibir 50% dos radicais livres na concentracdo de
77,3 £ 2,7 ug/ml, cerca de 2 vezes menos eficiente que o controle BHT, o qual
apresentou ICso de 35,7 + 8,6ug/ml (Tabela 2). Dentre as concentracdes
testadas, o controle atinge sua atividade maxima de 91,1 + 1.6% aos 200
pug/ml, enquanto que a propolis na concentracdo de 300 pg/ml apresenta acao

maxima de 97,5 £ 0,1% (Figura 4B e Tabela 2).
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Figura 4. Atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH. (A) Concentragéo
capaz de inibir 50% dos radicais livres (ICsg). (B) Atividade Antioxidante de diferentes
concentracdes do extrato etandlico de Melipona quadrifasciata anthidioides, em comparacéo ao

controle Hidroxibutiltolueno (BHT).
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A propolis de P. droryana apresenta ICso de 133,7+ 19,9 pug/ml, acao 3,7
vezes inferior ao BHT (Figura 5A e Tabela 2). Atinge sua atividade méaxima de

86,5 = 5,3% na concentracao de 500 pg/ml (Figura 5B e Tabela 2).
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Figura 5. Atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH. (A) Concentracdo capaz
de inibir 50% dos radicais livres (ICsgp). (B) Atividade Antioxidante de diferentes concentracdes do
extrato etandlico de Plebeia droryana, em comparacao ao controle Hidroxibutiltolueno (BHT).
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A acdo da propolis de S. depilis se apresenta 49 vezes inferior ao
controle BHT, apresentando ICsp de 1749 + 65 pg/ml (Figura 6A e Tabela 2) e
sua atividade maxima, dentre as concentra¢cfes testadas, foi de 51,1 +1,4%

observada na concentracéo de 2000 pg/ml (Figura 6B e Tabela 2).
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Figura 6. Atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH. (A) Concentracéo
capaz de inibir 50% dos radicais livres (ICso). (B) Atividade Antioxidante diferentes
concentracdes do extrato etanodlico de Scaptotrigona depilis, em comparacdo ao controle
Hidroxibutiltolueno (BHT).
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Tabela 2. ICsq dos extratos da propolis das espécies Melipona quadrifascita anthidioides, Plebeia
droryana e Scaptotrigona depilis, comparados ao antioxidante padrdo BHT, juntamente com o

percentual de atividade maxima de captacao do radical livre DPPH, na sua respectiva concentragao.

Tratamentos ICso(ug / ml)  F.relativo (n) Atividade maxima
% ug / mi
BHT 35,7+86 --—----- (8) 91,1+1.6 200
M. g. anthidioides 77,3 £2,7 2,2 (2) 97,5+0,1 300
P. droryana 133,7+ 19.9 3,7 (2) 86,5+5,3 500
S. depilis 1749 + 65 49 (2) 51,1 +1,4 2000

Fator relativo é a razao entre o valor do ICsg da amostra analisada e o valor do
ICs0 do controle.

4.2.2. Atividade anti-hemolitica da propolis frente ao indutor de hemolise AAPH.
A propolis da espécie M. qg. anthidioides foi escolhida por

apresentar melhor atividade antioxidante nas avaliacdes de captacédo do
radical livre DPPH. A capacidade funcional da atividade antioxidante
desta propolis foi avaliada através do ensaio da inducédo de hemdlise por

AAPH.

Os eritrdcitos incubados somente com solugéo salina 0,9 % e com
etanol, ndo apresentaram hemolise no decorrer das quatro horas de
avaliacdo (Figura 7 A). Os tubos contendo agua destilada, a qual
ocasionou hemodlise total das células, foram utilizados como parametro
para calcular as porcentagens de hemdlise dos demais tratamentos e
nao demonstraram diferencas entre os pontos de avaliacdo do ensaio
(Figuras 9A, 10A, 11A e 12A). A morfologia das membranas dos

eritrocitos se manteve sem alteragcdes durante todo o periodo de
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incubagdo com solugéo salina 0,9 % (Figuras 9B, 10B, 11B e 12B) e

etanol (Figuras 9C, 10C, 11C e 12C).

As figuras 7A a D demonstram que o acido ascorbico e a propolis
de M. g. anthidioides ndo causaram hemdlise aos 60, 120, 180 e 240
minutos em nenhuma das concentracbes avaliadas, em relacdo aos
tratamentos dos eritrécitos incubados com solugcdo salina 0,9 % ou
etanol. Em consonéncia com estes resultados, as figuras 9 EaF - 12 E
a F demonstram que a morfologia externa dos eritrocitos nao foi

alterada.

Aos 60 minutos de incubagdo com o indutor de hemdlise, o acido
ascorbico e a propolis exerceram efeito protetor em todas as
concentracbes avaliadas (Figura 8A). Este efeito também pode ser
observado diretamente nos eritrocitos, incubados com 125 pg/ml do
acido ascorbico (Figuras 9G) e da propolis (Figura 9H), que mantiveram
a integridade das membranas ap0s a incubacdo com o0 agente

hemolitico.

Aos 120 e 180 minutos de incubacao o acido ascoérbico protegeu
os eritrécitos contra hemdlise nas concentracées de 75, 100 e 125
pg/ml, e a propolis em 100 e 125 pg/ml (Figura 8 B e C), em ambos os
tratamentos os perfis de protecdo foram concentracdo depende. Esta
protecéo foi confirmada pela manutencao da integridade da membrana
dos eritrécitos na presenca do acido ascorbico (Figuras 10G, 11G) e da

prépolis (Figuras 10H e 11H), ambos na concentracéo de 125 pg/ml.
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Apébs 240 minutos de incubagdo com AAPH, o acido ascérbico e a
prépolis ndo foram capazes de proteger os eritrocitos contra hemdlise
em nenhuma concentragdo avaliada (Figura 8D). O que pode ser

confirmado nas altera¢cdes morfologicas demonstradas nas Figuras 12G

e H.
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Figura 7. Efeito das diferentes concentracdes da prépolis de M. . anthidioides em suspensdo de
eritrécitos humanos aos (A) 60 (B) 120 (C) 180 e (D) 240 minutos. Os resultados estdo expressos em médias +
EPM (erro padrdo da média), n = 3. P<0,05 de Hem. 2,5% ou etanol.

43



% Hemodlise

% Hemolise

(A)

1007 60 Minutos
gl=
=
2=
— L ST T S S S
0L — wm KRR
LI SO S S N N A A S U
STy S ST E e
NG o H O F o O o
& N AN A A
AN N &
Tratamentos (pg/ml)
©
1007 — 180Minutos
ci=
Si=
51 =
o
o
PO
R
<\°&0 ¢

Tratamentos (pg/ml)

()

100,

% Hemodlise
[$a) -~
el g

[y
T

120 Minutos

)

100+

% Hemolise
o ~
S S
T i

o
T

Tratamentos (ug/ml)

240 Minutos

Tratamentos (ug/ml)

Figura 8. Efeito protetor da prépolis de M. g. anthidioides contra hemolise induzida por AAPH em
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Figura 9. Representacédo dos eritrécitos aos 60 minutos de incubacgao a 37 °C. (A) Solucdo de hemacias
com &gua destilada; (B) Solucdo salina de hemacias 2,5%; (C) Solugdo de hemécias com Etanol; (D)
Solug&o de heméacias com AAPH; (E) Solucéo de hemacias com é&cido ascoérbico a 125ug/ml; (F) Solugéo de
hemécias com extrato a 125ug/ml; (G) Solugdo de hemacias com &cido ascorbico na concentragdo de
125pg/ml com adicdo de AAPH; (H) Solugdo de hemacias com extrato na concentragdo 125ug/ml com
adicao de AAPH. Os resultados estao expressos em média + EPM, n = 4. 45



Figura 10. Representacdo dos eritrécitos aos 120 minutos de incubacgéo a 37 °C. (A) Solucdo de hemacias
com agua destilada; (B) Solucéo salina de hemécias 2,5%; (C) Solucdo de hemacias com Etanol; (D) Solucdo de
hemécias com AAPH; (E) Solucdo de heméacias com acido ascérbico a 125ug/ml; (F) Solucdo de hemacias com
extrato a 125ug/ml; (G) Solucao de hemacias com acido ascérbico na concentracdo de 125ug/ml com adicao de
AAPH; (H) Solucdo de hemécias com extrato na concentracdo 125ug/ml com adicdo de AAPH. Os resultados

estdo expressos em média + EPM, n = 4,
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Figura 11. Representacdo dos eritrécitos aos 180 minutos de incubagéo a 37 °C. (A) Solucdo de hemacias
com agua destilada; (B) Solucéo salina de hemécias 2,5%; (C) Solucdo de hemacias com Etanol; (D) Solucdo de
hemécias com AAPH; (E) Solucdo de heméacias com acido ascérbico a 125ug/ml; (F) Solucdo de hemacias com
extrato a 125ug/ml; (G) Solucao de hemacias com acido ascérbico na concentracdo de 125ug/ml com adicao de
AAPH; (H) Solucdo de heméacias com extrato na concentracdo 125ug/ml com adicdo de AAPH. Os resultados
estdo expressos em média + EPM, n = 4, 47



Figura 12. Representacdo dos eritrécitos aos 240 minutos de incubagao a 37 °C. (A) Solucdo de hemacias
com 4gua destilada; (B) Solu¢éo salina de hemécias 2,5%; (C) Solugéo de heméacias com Etanol; (D) Solugéo de
hemacias com AAPH; (E) Solucao de hemacias com acido ascoérbico a 125ug/ml; (F) Solucdo de hemacias com
extrato a 125ug/ml; (G) Solucao de hemacias com acido ascorbico na concentracdo de 125ug/ml com adicao de
AAPH; (H) Solucdo de hemécias com extrato na concentragdo 125ug/ml com adicdo de AAPH. Os resultados
estao expressos em média + EPM, n = 4,
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4.3. Atividade antimicrobiana

4.3.1. Atividade antifingica e antibacteriana da propolis
No teste qualitativo, a propolis de M. g. anthidioides apresentou

21,6 + 1,6 mm de diametro de halo de inibicdo do crescimento do micro-
organismo, cerca de 12% mais efetivo que o Cetoconazol, nas
concentracOes avaliadas, o qual apresentou halo de inibicdo de 19,3 +

0,6 mm (Tabela 3).

Tabela 3. Halo de inibicdo do controle Cetoconazol (4mg/ml) e da propolis
(200ug/ml) das espécies de Melipona quadrifasciata anthidioides, Plebeia
droryana e Scaptotrigona depilis frente ao fungo Candida albicans.

C . albicans
Tratamentos DHI (mm) F etetividade (%0)
Cetoconazol 19,3+0,6 100
Etanol 80% 0 0
M. g. anthidioides 216+1,6 112
P. droryana 14 +1 72
S. depilis 23,5x0,1 122

Fator de efetividade (%) € a razdo entre os valores de inibicdo de cada
amostra analisada em relacdo ao Cetoconazol, multiplicado por 100, para a
obtencao dos valores em porcentagem. *DHI: Didmetro dos halos de inibi¢ao.

De acordo com a Tabela 3, a prépolis de P. droryana possui agao
antifingica correspondente a 72% da acdo do controle positivo,

apresentando halo de inibigdo de 14 + 1 mm. Ja a propolis da espécie S.
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depilis mostra uma atividade 22% superior ao Cetoconazol, nas

concentracfes avaliadas, com halo de 23,5 £ 0,1mm.

Todos os extratos inibiram somente o crescimento da espécie de
bactéria gram-positiva S. aureus, ndo exercendo qualquer acao sobre a

bactéria gram-negativa E. coli (tabela 4)

Tabela 4. Halo de inibicdo do controle Tetraciclina (4mg/ml) e da propolis das espécies Melipona quadrifasciata

anthidioides, Plebeia droryana e Scaptotrigona depilis (200ug/ml) frente as bactérias Gram-Positiva S. aureus e
Gram-Negativa E. coli.

S. aureus E. coli
Tratamentos DHI (mm) F efetividade (%) DHI (mm) F efetividade (%)
Tetraciclina 35+2.8 100 34+0,3 100
Etanol 80% 0 0 0 0
M. g. anthidioides 28,3+1,6 81 0 0
P. droryana 20+2,8 57 0 0
S. depilis 17,3+2,6 49 0 0

Fator de efetividade (%) é a razdo entre os valores de inibicdo de cada amostra analisada em

relacdo a Tetraciclina, multiplicado por 100, para a obtencdo dos valores em porcentagem.
*DHI: Didmetro dos halos de inibicdo.

O halo de inibicdo do crescimento bacteriano foi de 28,3 + 1,6
mm, para a propolis de M. g. anthidioides, apresentando uma atividade
correspondente a 81 % da acdo do controle positivo tetraciclina (4

mg/ml), o qual apresentou halo de 35 + 2,8 mm (Tabela 4).
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Em comparacdo com o mesmo controle, a propolis de P. droryana
possui uma atividade antibacteriana que corresponde a 57 % da sua
acao, com halo de inibicdo de 20 £ 2,8 mm. A propolis de S. depilis
desenvolveu um halo de inibicdo do crescimento de S. aureus de 17,3 +
2,6 mm, apresentando uma atividade correspondente a 49% da acéo da

tetraciclina (Tabela 4).

4.3.2. Concentracao inibitoria minima da propolis
A partir do ensaio de difusdo em agar, foram realizados testes

guantitativos para se conhecer a concentracdo minima dos extratos

capaz de inibir o crescimento dos micro-organismaos.

A concentracéo inibitéria minima da prépolis de M. g. anthidioides

foi de 6,25 mg/ml para C. albicans e S. aureus (Tabelas 5 e 8).

Tabela 5. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato da propolis de Melipona
guadrifasciata anthidioides, frente a Candida albicans e Staphylococcus aureus.

Concentracao do C. albicans S. aureus
EEP (mg/ml)

100 - -
50 - -
25 - -

12,5 - -
6,25 ; ]
3,125 + +
1,56 + +

0,78 + +

(-): inibicdo do crescimento do micro-organismo/( +): crescimento do micro-organismo
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De acordo com as tabelas 6 e 8, a propolis de P. droryana foi
capaz de inibir o crescimento do fungo C. albicans na concentracéo
minima de 25 mg/ml e com 3,125mg/ml inibiu o crescimento da bactéria
gram-positiva S. aureus.

Tabela 6. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato da prépolis de Plebeia
droryana, frente a Candida albicans e Staphylococcus aureus.

Concentracao do C. albicans S. aureus
EEP (mg/ml)

100 - -

50 - -

25 - -
12,5 + -
6,25 + -
3,125 + -
1,56 + +
0,78 + +

(-): inibicdo do crescimento do micro-organismo/( +): crescimento do micro-organismo

Com uma concentracdo minima de 25 mg/ml a propolis de S.
depilis foi capaz de inibir o crescimento de ambos 0s micro-organismos

(Tabelas 7 e 8).

52



Tabela 7. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do extrato da propolis de Scaptotrigona
depilis, frente a Candida albicans e Staphylococcus aureus.

Concentracéo do C. albicans S. aureus
EEP (mg/ml)

100 - -

50 - -

25 - -
12,5 + +
6,25 + +
3,125 + +
1,56 + +
0,78 + +

(-): inibicdo do crescimento do micro-organismo/( + ): crescimento do micro-organismo

Com as concentrac¢des inibitdrias minimas ja estabelecidas, foi realizado
um ensaio a fim de se conhecer o efeito das amostras de prépolis exercido

sobre C. albicans e S. aureus.

De acordo com a tabela 8, todas as amostras de prépolis apresentaram
efeito fungicida contra C. albicans, nas concentra¢cdes de 6,25 a 25 mg/ml para
a propolis de M. g. anthidioides e de 25 a 100 mg/ml para a propolis das

espécies P. droryana e S. depilis.

Em relacdo a gram-positiva S. aureus, somente a propolis de M. q.
anthidioides demonstrou a capacidade de levar a bactéria a morte (acdo
bactericida), na faixa de 6,25 a 25 mg/ml (Tabela 8). A propolis de P. droryana

e a de S. depilis inibiram o crescimento bacteriano (acdo bacteriostatica) entre
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as concentracdes de 3,125 — 12,5 mg/ml e 25 - 100 mg/ml, respectivamente

(Tabela 8).

Tabela 8. Pardmetro de suscetibilidade de Candida albicans e Staphylococcus aureus
frente aos extratos da prépolis de Melipona quadrifasciata anthidioides, Plebeia droryana e
Scaptotrigona depilis.

Parametro de suscetibilidade

Espécies de mg/ml C. albicans mg/ml S. aureus
abelhas
M. g. 6,25 - 25 Fungicida 6,25 - 25 Bactericida
anthidioides
P. droryana 25-100 Fungicida 3,125-12,5  Bacteriostético
S. depilis 25-100 Fungicida 25-100 Bacteriostético
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5. DISCUSSAO

E crescente o interesse cientifico por produtos naturais, os quais podem
ser utilizados como fonte de novos compostos capazes de combater varias
patologias e para fins biotecnolégicos. Dentre eles a prépolis € um dos
produtos utilizados pela humanidade ha séculos (Pereira e cols., 2002). Esta
resina tem apresentado propriedades terapéuticas, tais como: anti-inflamatoria,
antitumoral, anestésico local, antillcera gastrica, antioxidante, antiviral,
antibacteriana, antifngica, neuroprotetora, imunomodulatéria, entre outras
(Park e cols., 1998; Suzuki e cols., 2002; Castaldo e Capasso 2002; Fernandes
e cols., 2007; Velazquez e cols., 2007; Mannaa e cols., 2011; Watanabe e

cols., 2011; Bachiega e cols., 2012).

De acordo com os resultados obtidos, podemos verificar que as
amostras de propolis das espécies Melipona quadrifasciata anthidioides,
Plebeia droryana e Scaptotrigona depilis demonstram a capacidade de
sequestrar radicais livres DPPH, sendo esta uma acdo concentracao-
dependente. Resultados semelhantes foram relatados por Campos e cols.
(2012) para propolis das espécies Melipona orbignyi, Plebeia catamarcensis e
Tetragonisca angustula, Lu e cols. (2003) e Izuta e cols. (2009) para amostras

de prépolis de Apis mellifera.

Estes resultados sugerem a presenca de compostos capazes de doar
atomos de hidrogénio para os radicais livres. Atividade que pode ser atribuida
aos polifendis, os quais possuem uma alta reatividade como doadores de

elétrons ou de hidrogénio, a partir de um grupo hidroxila aromatico e a
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capacidade desta estrutura de suportar um elétron ndo pareado (Duthie e cols.,

2003).

A propolis de M. g. anthidioides demonstrou a melhor atividade
antioxidante comparada a propolis de P. droryana e S. depilis o que pode ser
confirmado funcionalmente através de sua agdo anti-hemolitica concentracéo e
tempo-dependentes. Resultados semelhantes foram obtidos por Campos e
cols. (2012) que analisaram a acao protetora da prépolis da espécie de abelha
nativa Melipona orbignyi, Valente e cols. (2011), avaliando a atividade protetora
da propolis de A. mellifera e por Costa e cols. (2009), o qual avaliou a atividade

anti-hemolitica de folhas de Cydonia oblonga (Marmelo).

Neste tipo de célula o estresse oxidativo leva a alteracdo da morfologia
da membrana celular através da peroxidacao lipidica gerada por radicais livres,
0S quais também podem provocar poros hemoliticos levando ao
extravasamento de potassio ocasionando a hemdlise (Bureau, 2005). De
acordo com Moreno e cols. (2000), a atividade antioxidante pode ser
correlacionada com o teor de flavonoides presentes na composi¢cao quimica da
propolis. Estes sdo conhecidos por serem antioxidantes do tipo “chain-
breaking”, os quais atuam na limpeza de radicais peroxil e alcoxil prevenindo a
abstracdo continua de atomos de hidrogénio durante a peroxidacdo lipidica

(Pereira, 1998).

Estes compostos fendlicos compdem um grupo diverso de metabdlitos
secundarios de plantas, no qual também podem ser incluidos taninos, ésteres
hidroxicinamato, entre outros. Esses compostos estdo envolvidos em algumas

atividades biolégicas, como resposta ao estresse contra herbivoros e
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patégenos, atuam na protecdo a raios ultravioleta e eliminam varias espécies

oxidativas (Grace e cols., 2000).

Em relacdo as atividades antimicrobianas, todas as amostras de prépolis
foram capazes de inibir o crescimento do fungo Candida albicans e da bactéria
gram-positiva Staphylococcus aureus, mas nao exerceram efeito sobre a gram-
negativa Escherichia coli. Outros estudos com amostras de propolis das
espécies Melipona compressipes, Tetragonisca angustula, Apis mellifera,
Melipona orbignyi, Plebeia catamarcensis e Melipona quadrifasciata
anthidioides (Campos e cols., 2012; Rahman e cols., 2010; Miorin e cols., 2003;
Kujumgiev e cols., 1999) demonstraram atividades antifingica e antibacteriana

semelhantes as do presente trabalho.

Segundo Marcucci (1996) a atividade antibacteriana da propolis néo
deve ser somente atribuida a um componente quimico, mas a um sinergismo
entre compostos. Os flavonoides sdo o0s principais responsaveis pelas
propriedades bioldgicas da propolis (Marcucci, 1995), estes compostos podem
diminuir a viabilidade das unidades formadoras de colbnias através da
formacdo de agregados celulares ou podem apresentar um efeito bactericida,
atuando na inibicdo da sintese de &acidos nucléicos, inibindo a funcdo da
membrana citoplasmética e o metabolismo dos micro-organismos (Cushnie e

Lamb, 2005).

A composi¢do quimica da propolis difere de acordo com a regido
geografica (Kujumgiev e cols., 1999) e com as diferentes espécies de plantas

utilizadas como fonte de coleta. A composi¢cao quimica destas fontes influencia
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diretamente nos componentes quimicos (Bankova e cols., 2005) e nas

atividades biologicas apresentadas pela propolis (Alencar e cols., 2007).

Possivelmente, as diferencas entre as atividades antioxidantes e
antimicrobianas apresentadas pelas espécies Melipona quadrifasciata
anthidioides, Plebeia droryana e Scaptotrigona depilis estdo relacionadas as
preferéncias intrinsecas destas abelhas por diferentes espécies de plantas.
Comportamento este que ocorre principalmente em regides tropicais, onde
existem varias espécies de abelhas que buscam por fontes vegetais

particulares (Imperatriz-Fonseca e cols., 2004; Michener, 2007).

Perspectivas: serdo realizadas investigacbes quimicas complementares
€ nhovos ensaios prospectivos das propolis investigadas relacionados a
citotoxicidade e atividade antitumoral das mesmas. Em conjunto, esta
caracterizacdo ratificara a importancia das abelhas nativas no contexto

abordado e a necessidade de sua conservacao.
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6. Conclusodes

- A propolis das espécies M. g. anthidioides, P. droryana e S. depilis

apresentaram atividade antioxidante.

- A propolis de M. g. anthidioides conferiu protecdo contra hemdlise a

eritrocitos humanos gerada pelo indutor AAPH.

- A propolis de M. g. anthidioides, P. droryana e S. depilis foram capazes

de inibir o crescimento do fungo C. albicans por agéo fungicida.

- Nao foi observado nenhum efeito da prépolis de M. g. anthidioides, P.
droryana e S. depilis sobre a bactéria gram-negativa E. coli nas concentracfes

avaliadas.

- Contra a bactéria gram-positiva S. aureus, a propolis de M. q.
anthidioides, P. droryana e S. depilis foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano, entretanto, apenas a propolis da espécie M. . anthidioides

apresentou acao bactericida.
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