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Resumo

As espécies de abelhas sem ferrdo Plebeia catamarcensis, Tetragonisca
angustula fiebrigi e Melipona orbignyi sdo conhecidas popularmente pelo uso
de seus produtos naturais, visando especialmente suas propriedades
medicinais. Entretanto, o nUmero de trabalhos cientificos que comprovam suas
acOes terapéuticas ainda é escasso na literatura. Assim, este estudo buscou
avaliar o potencial antimicrobiano e antioxidante da prépolis das trés espécies
de abelhas citadas, encontradas no Mato Grosso do Sul. Na realizacéo deste
estudo, as amostras de prépolis foram coletadas e 0s respectivos extratos
preparados. O perfil antimicrobiano foi determinado utilizando-se as técnicas de
difusdo em &gar e microdiluicdo contra o fungo Candida albicans e as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Para determinacdo da atividade
antioxidante, foram realizados os métodos de captacéo do radical livre DPPH e
protecdo hemolitica de eritrécitos induzida pelo agente oxidante AAPH. Os
resultados obtidos mostram que a propolis de todas as abelhas inibiram o
crescimento do fungo C. albicans e da bactéria gram-positiva S. aureus,
entretanto, ndo inibiram o crescimento da bactéria gram-negativa E. coli. A
capacidade antioxidante da propolis de M. orbignyi apresentou-se relevante
comparada aos controles utilizados. A prépolis de P. catamarcensis e T. a.
fiebrigi apresentaram menor atividade antioxidante, em relacdo aos seus
controles. A capacidade de protecdo de hemolise da propolis de M. orbignyi foi
verificada ap6s 60 e 120 minutos de incubagcdo com o indutor de hemdlise
AAPH, além de n&o terem sido observados indicios de danos na membrana
dos eritrocitos na auséncia do oxidante. Em conjunto, os resultados mostram

potenciais terapéuticos e biotecnologicos das propolis das abelhas sem ferrdo



estudadas. Futuras analises serdo realizadas para identificar e isolar as
substancias responséaveis pelos efeitos observados, bem como para investigar
outras propriedades biologicas das propolis produzidas por estas espécies de

abelhas.

Palavras-chave: Meliponineos, CIM, radicais livres, hemdlise.



Abstract

The species of stingless bees Plebeia catamarcensis, Tetragonisca
angustula fiebrigi and Melipona orbignyi are known popularly by the use of
its natural products, aiming especially its medicinal properties. However, the
number of scientific studies that prove its therapeutic action is still scarce in
literature. Thus, this study sought to evaluate the antimicrobial and antioxidant
potential of the three cited bee species that can be found in Mato Grosso do
Sul. In this study propolis samples were collected and extracts were prepared.
The profile antimicrobial was determined using techniques of agar diffusion and
microdilution against fungus Candida albicans and bacteria Staphylococcus
aureus and Escherichia coli. For determination of antioxidant activity, were
performed the DPPH radicals free scavenging and protection against AAPH-
induced erythrocyte hemolisys methods. The results obtained showed that
propolis of all bees inhibited the growth of fungus C. albicans and gram-
negative bacteria S. aureus, however, it did not inhibit the growth of gram-
negative bacteria E. coli. The antioxidant capacity of M. orbignyi propolis
showed to be relevant when compared to control. Propolis from P.
catamarcensis and T. a. fiebrigi showed lower antioxidant activity compared to
its controls. The protective capacity of hemolysis of M. orbignyi propolis was
observed after 60 and 120 minutes incubation with AAPH hemolysis inductor
and it was not observed signs of damage in erythrocyte membrane in absence
of oxidant. Together the results showed therapeutic and biotechnological
potential of propolis of the stingless bees studied. Future analyzes will be

performed to identify and isolate the responsible substances for the observed



effects, as well as to investigate other biological properties of propolis produced

by those bee species.

Keywords: stingless bees, MIC, free radicals, hemolysis.



1. Introducéo

1.1. Abelhas sem ferréao

A ordem Hymenoptera € uma das mais diversas entre os insetos, a qual
€ considerada, do ponto de vista humano, a mais benéfica desta classe, pois
incluem espécies parasitas ou predadores de outros insetos que promovem
prejuizos econémicos, além dos mais importantes polinizadores de plantas, as
abelhas. Estes ultimos individuos exibem grande diversidade de habitos,
comportamentos e sao altamente sociais (Triplehorn e Jonnson, 2011).

A origem das abelhas ainda ndo esta bem definida, pois os fosseis
destes insetos sdo raros (Grimaldi e Engel, 2005). O féssil mais antigo é de
Cretotrigona prisca, datado do Cretaceo Superior, encontrado no leste da
América do Norte (Michener e Grimaldi,1988; Engel, 2000). Estima-se que
Cretotrigona prisca tenha aproximadamente 65 milhdes de anos (Engel, 2000)
e, como estas abelhas pertencem a um dos grupos mais derivados, presume-
se que grande parte da diversidade morfolégica e comportamental exibida
pelas abelhas hoje, ja existia ao final do Cretaceo (Silveira e cols., 2002).

Em 2011, foi descrito um fossil da superfamilia Apoidea, em Myanmar,
datado de meados do Cretaceo, ha cerca de 100 milhdes de anos, preservado
em ambar. Este féssil, denominado Melittosphex burmensis, exibe uma
combinacdo de caracteristicas de vespas e abelhas, demonstrando uma
importante forma de transicdo entre estes grupos. Possui pélos ramificados na
cabeca e pernas, sugerindo uma espécie coletora de poélen (Danforth e Poinar

Jr., 2011).



Estimativas indicam que a origem das abelhas se assemelha com a das
angiospermas (Silveira e cols., 2002; Grimaldi e Engel, 2005), e que sem estes
insetos, muitas plantas néo teriam chegado a existir (Nogueira-Neto, 1997). As
abelhas sociais da familia Apidae transportam o polen das flores quase sempre
nas corbiculas, concavidade na tibia das pernas posteriores das operarias,
ladeada por grandes pélos, que é utilizada para carregar pélen das flores ou
outras substancias para seus ninhos (Nogueira-Neto, 1997; Silveira e cols.,
2002).

A biologia da familia Apidae é altamente variavel, pois contém espécies
solitarias e sociais, além de parasitas e cleptoparasitas. Seus ninhos podem
ser formados em orificios no solo, em cavidades pré-existentes de madeiras ou
construcdes. Podem ser classificados nas subfamilias Xylocopinae, Nomadinae
e Apinae. Esta ultima é constituida por dois grupos de abelhas, as corbiculadas
e ndo corbiculadas. Dentre as que possuem corbicula, estdo as abelhas das
tribos Apini, Euglossini, Bombini e Meliponini (Michener, 2007).

Apenas as espécies da tribo Meliponini ndo possuem ferrdo (Silveira e
cols., 2002). Os Meliponineos, também denominados abelhas indigenas sem
ferrdo, ocupam grande parte das regides de clima tropical e algumas regides
de clima temperado subtropical. Sdo encontrados na maioria do territorio
Latino-Americano, e em algumas regides do México, Africa, Australia, india e
China (Nogueira-Neto, 1997).

Estas abelhas séo eussociais, embora algumas delas vivam de alimento
roubado de colonias de outras espécies (Silveira e cols., 2002). Em geral,
nidificam em cavidades pré-existentes, como buracos em troncos de arvores,

ch&@o ou paredes, ninhos abandonados de cupins e formigas. Porém, também



podem construir ninhos subterrdneos, pendentes em ramos de arvores,
paredes de casas ou edificios, ou seja, a caracteristica do ninho varia muito de
acordo com a espécie (Nates-Parra, 2001).

As abelhas do género Melipona ndo constroem células reais. Rainha,
machos e operéarias nascem e se desenvolvem em células do mesmo tamanho.
Geralmente a entrada de seu ninho possui um aspecto raiado, constituido de
barro ou de geoprépolis, barro misturado a prépolis (Figura 1 A). Nos outros
géneros, € comum a abelha rainha emergir de uma célula real. Muitas de suas
espécies fazem a entrada do ninho em forma de tubo, mediano ou pequeno,
composto por cerume, uma mistura de cera secretada pelas abelhas, e propolis

(Figura 1 B) (Nogueira-Neto, 1997).



VINCESIFABESP)

www.ordenhymenoptera.blogspot.c3m12009I1 Zlmeliponabicolor-guaréipb.'html

Figura 1. Entrada do ninho de meliponineos. (A) Género
Melipona; (B) Género Tetragonisca.



Dentre as abelhas nativas encontradas no Mato Grosso do Sul,
destacamos neste estudo as espécies Plebeia catamarcensis, Tetragonisca

angustula fiebrigi e Melipona orbignyi (Figura 2).

P prTeT IS 4o £ v fretre Rhead i nerivrs 2o faierene
Plebeia catamarcensis Tetragonisea angzistida Melipona orbigmvi

Figura 2. Distribuicdo geografica das espécies de abelhas sem ferréo

utilizadas nesse estudo. Fonte: http://moure.cria.org.br/catalogue.

A espécie Plebeia catamarcensis (Holmberg, 1903) € encontrada na
Argentina e no Brasil nos estados de Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul
(Camargo e Pedro, 2008). Poucos estudos relatam apenas seus aspectos
comportamentais (Pinho e cols., 2010) e embora também gerem propolis, ndo
ha descricbes sobre as propriedades ou caracteristicas deste produto natural,
ou de qualquer outra substancia por elas produzidas.

Uma das espécies mais estudadas € Tetragonisca angustula (Latreille,
1811), a qual ja foi caracterizada quanto seus aspectos comportamentais
(Gruter e cols., 2011; Griter e cols., 2012), determinacdo de distancia genética
entre populagbes desta espécie (Oliveira e cols., 2004) e potencial terapéutico
do mel, quanto a acdo antimicrobiana (Miorim e cols., 2003; DeMera e Angert,
2004; Sgariglia e cols. 2010). T. angustula é conhecida popularmente com jatai,
ou ainda, abelha-ouro, moca-branca, mosquitinha-verdadeira, dentre outros.

Pode ser encontrada no Brasil, Bolivia, Coldmbia, Costa Rica, Equador,



Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicardgua, Panama, Peru, Suriname,
Venezuela e Argentina (Camargo e Pedro, 2008; Sgariglia, e cols. 2010).

De acordo com Nogueira-Neto (1997), T. angustula € uma das melhores
abelhas utilizadas na meliponicultura, pois se adapta a qualquer ambiente,
inclusive urbano, é resistente, de facil manutencdo e multiplicacdo, produz um
mel excelente, além de ser extremamente higiénica. Produz prépolis, a qual é
extremamente viscosa e armazenada praticamente sem mistura.

Sao encontradas duas subespécies de Tetragonisca angustula: T.
angustula angustula e T. angustula fiebrigi. A primeira apresenta distribuicdo no
Panama e no Brasil, na regidao Nordeste (Maranh&o), Sudeste (Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo e Rio de Janeiro) e Sul (Parana e Santa Catarina). T.
a. fiebrigi é encontrada no nordeste da Argentina e em algumas regides
brasileiras, tais como Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e
Goiéas), Sudeste (Minas Gerais e Séo Paulo) e Sul (Parana) (Oliveira e cols.,
2004). Nesta espécie, como na maioria das abelhas sem ferrdo, a entrada do
ninho é em forma de tubo constituido de cerume, ao qual podem adicionar um
pouco de cera amarela ao tubo (Nogueira-Neto, 1997).

Popularmente conhecida como mandacaia ou manduri-de-Mato-Grosso,
a espécie Melipona orbignyi (Guérin, 1844) encontra-se distribuida na
Argentina, Bolivia, Paraguai e no Brasil (Mato Grosso do Sul e Mato Grosso)
(Camargo e Pedro, 2008). Nesta, assim como nas demais espécies do género
Melipona, ha formacdes de barro misturado a propolis, denominado
geopropolis. Esta mistura, preparada pelas abelhas, € utlizada para vedar
frestas ou delimitar as cavidades onde estes individuos residem (Nogueira-

Neto, 1997).



Estas espécies de abelhas sem ferrdo sao capazes de gerar produtos a
partir de fontes vegetais, tais como mel, pélen manipulado, geopropolis e
propolis, 0os quais sdo muito apreciados quanto a suas propriedades

nutricionais e/ou terapéuticas.

1.2. Mel

O mel € um produto gerado pelas abelhas, muito apreciado tanto pelo
seu valor nutricional quanto medicinal. E uma substancia natural produzida a
partir de néctar das flores, composto principalmente por carboidratos (cerca de
95% do seu peso seco), e poucas quantidades de proteinas, enzimas,
aminoacidos, vitaminas, minerais e polifendis (principalmente flavondides)
(Alvarez-Suarez e cols., 2010).

Estudos apontam que héa diferencas quanto as caracteristicas fisico-
quimicas entre o mel dos meliponineos e de abelhas A. mellifera. O mel de
abelhas sem ferrdo apresenta um maior teor de agua, valores estes que
excedem a quantidade maxima, que é de 20%, de acordo com a atual
regulamentacao (DeMera e Angert, 2004; Anacleto e cols., 2009).

O alto teor de umidade presente nos méis de meliponineos propicia um
maior risco de fermentacdo e, caso ndao haja cuidados especiais de higiene
durante a coleta, estes podem sofrer contaminagdo por leveduras. Se a
contaminacdo for grande, a protecdo antibidtica que os méis destas abelhas
conttm pode ndo ser suficiente para inibir o crescimento destes
microrganismos (Nogueira-Neto, 1997).

Estudos prévios demonstram a acao antimicrobiana do mel das espécies
Tetragonisca angustula (Miorim e cols., 2003; DeMera e Angert, 2004; Sgariglia

e cols., 2010) e Plebeia wittmanni (Sgariglia e cols., 2010) e também a
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atividade antioxidante do mel produzido por Trigona carbonaria (Oddo e cols.,
2008).

No Brasil hd uma regulamentacdo destinada a padronizacdo do mel
visando sua comercializagdo, a Instrugdo Normativa 11, de 20 de outubro/2000
(Brasil, 2000), no entanto, destina-se ao mel da espécie Apis mellifera. Quanto
as abelhas sem ferrdo, nativas do pais, ndo ha regulamentacdo. Anacleto e
cols. (2009) argumentam que h& a necessidade de uma regulamentacdo
propria para comercializagdo dos méis de meliponineos, para que desta forma
seja evitada as constantes fraudes e possibilite sua comercializacdo no

mercado formal.

1.3. P6len manipulado “samora ou sabura”

A origem da estreita relacédo entre abelhas e angiospermas ainda néao é
bem estabelecida, mas estima-se que a diversificacdo de ambas ocorreu no
mesmo periodo. As abelhas utilizam o pdlen das flores para nutrir os individuos
da colbnia, pois este é uma grande fonte de proteinas. Por outro lado, as
plantas que possuem flores necessitam de um agente que leve o seu pélen de
uma planta a outra, ou de uma flor a outra, ou até mesmo das anteras ao pistilo
de uma mesma flor. Neste caso, as abelhas auxiliam na fecundagédo pelo
processo de polinizacdo, sendo considerado um dos agentes polinizadores
mais eficientes (Nogueira-Neto, 1997).

As abelhas procuram coletar o polen em diversas fontes, isto para obter
uma dieta mais rica e equilibrada (Modro e cols., 2007), além de busca-los de

acordo com os nutrientes contidos no seu protoplasma (Marquez-Souza e cols.,

2002).



Ao observar a coleta de polen pelos meliponineos, Nogueira-Neto (1997)
relatou que a espécie Tetragonisca angustula primeiro remove o poélen das
anteras das flores, utilizando as pernas anteriores, e em seguida 0 manipula
com as suas mandibulas. Durante esse processo, ele recebe secrectes
salivares, provavelmente provenientes das glandulas mandibulares e
hipofaringeanas. Em seguida, o polen é transferido para as corbiculas,
presentes nas pernas posteriores. No interior do ninho, este produto
manipulado, conhecido como samora ou sabura, que deixou de ser apenas 0
pélen coletado nas anteras das flores, é armazenado em potes de cerume, ou
na forma de pelotas ou pastosa, neste Ultimo com a adicdo de um pouco de
néctar.

Quanto as propriedades do pélen manipulado por meliponineos, ja foram
demonstrados os potenciais nutricional (Souza e cols., 2004) e antioxidante

(Silva e cols., 2009) deste produto.

1.4. Geopropolis

Nas espécies do género Melipona, ha formacbes de barro misturado a
propolis (mistura de resina coletada pelas abelhas apartir de diferentes partes
das plantas e enzimas produzidas pela propria abelha), a qual se denomina
geopropolis. Contudo, em algumas espécies, o barro e a propolis estdo bem
misturados, como no caso de Melipona scutellaris, Melipona marginata e
Melipona rufiventris mondury. Enquanto em outras espécies, como foi
observado em ninhos de Melipona quadrifasciata, Melipona subnitida e

Melipona orbignyi, estas duas substancias podem ser encontradas separadas



ou grosseiramente misturadas. Esta mistura caracteristica denomina-se “para-

geopropolis” (Nogueira-Neto, 1997)

Dutra e cols. (2008) avaliaram o geopropolis da abelha nativa Melipona
fasciculata, o qual, através da abordagem quimica dos extratos hidroalcodlicos
deste produto, demonstrou a presenca de substancias das classes dos
compostos fendlicos, este sendo predominante na maioria das amostras, além
dos triterpenos e saponinas. Estas substancias sdo comumente encontradas
na propolis de Apis mellifera e em geoprépolis de abelhas brasileiras. Para
fabricar o geopropolis, a espécie M. fasciculata utiliza um teor de barro que
varia entre 94-98%, e adiciona poucas porcdes de material vegetal.

Variagbes qualitativas e quantitativas de flavonodides, além de outros
constituintes quimicos presentes no geopropolis, sédo influenciadas pela flora
visitada pelas abelhas, regido geografica e fatores ambientais (Dutra e cols.,
2008). Quanto as propriedades farmacoldgicas, ja foram observadas atividades

antimicrobiana e imunomodulatéria deste produto (Liberio e cols., 2011).

1.5. Prépolis

Prépolis € um produto natural, produzido pelas abelhas a partir de
diferentes partes das plantas, como de exudatos de ferimentos ocasionados
em galhos, brotos e flores, e substancias secretadas pela prépria abelha
(Bankova e cols., 2000).

Tanto a espécie Apis melifera quanto espécies de meliponineos utilizam
a propolis para deposita-la nas paredes internas do ninho, o que ajuda a evitar
umidade e correntes de ar excessivos dentro da colmeia. Também € utilizada

para estreitar a entrada do ninho, evitando assim a invaséo por outros insetos.
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Outra pratica realizada é o embalsamento de predadores e parasitas
encontrados no interior da colmeia, processo no qual os organismos s&o
recobertos por esta resina para impedir difusdo do seu odor e decomposicao.
Adicionalmente, € comum os meliponineos misturarem prépolis com cera,
resultando no cerume, o qual é utilizado para compor as estruturas do interior
do ninho (Patricio e cols., 2002; Simone-Finstrom e Spivak, 2010).

Teixeira e cols. (2005) observaram o comportamento de coleta de
material para gerar a propolis, a partir da espécie vegetal Baccharis
dracunculifolia, e verificaram que as abelhas utilizam as mandibulas para a
coleta, e manipulam o produto com o primeiro par de pernas. Em seguida,
move a massa resinosa para as pernas medianas e entdo para a corbicula
oposta ou do mesmo lado. Raramente o material é transferido diretamente do
primeiro par de pernas para a corbicula.

Em amostras de propolis coletadas no Brasil, foram identificados
compostos como flavondides, acido p-coumarico prenilado, derivados do acido
cafeoilquinicos e acetofenonas, di e triterpenos. Estes compostos sao
originarios de materiais vegetais, e sdo apontados como um dos principais
responsaveis pelas atividades bioldégicas deste produto, tais como,
antimicrobiana, hepatoprotetora, imunomodulatéria, e citotoxica (Bankova e
cols., 2000; Salatino e cols., 2005). Amostras de prépolis de meliponineos do
género Frieseomelitta, s&o compostas predominantemente por monoterpenos e
diterpenos, tipicos de resinas vegetais (Patricio e cols., 2002).

Os compostos identificados na prépolis podem variar de acordo com a

origem botanica da resina, das substancias secretadas a partir do metabolismo
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das abelhas e dos materiais que sdo adicionados durante sua elaboracéo
(Marcucci, 1995).

Além disso, as peculiaridades geogréficas e climaticas do local também
sdo fundamentais para a determinacdo das caracteristicas desta resina, o que
explica a diversidade da composicao quimica da propolis obtidas nas regifes
tropicais (Bankova, 2005). A coloracdo desta resina também reflete esta
diversidade, podendo ser creme, amarela, verde, marrom claro ou escuro
(Salatino e cols., 2005).

Nos ultimos anos, houve um crescente interesse na propolis oriunda de
regides tropicais, especialmente do Brasil, pois este abriga grande diversidade
de fauna e flora. Isto tem levado a identificacdo de muitos compostos novos,
alguns deles com importantes propriedades terapéuticas, tais como os &cidos
diterpénicos e derivados do acido di-O-cafeoil-quinico (Bankova e cols., 2000;
Velikova e cols., 2000; Bankova e cols., 2002; Pereira e cols., 2002), descritos
por grupos de pesquisa nacionais (Marcucci e cols., 2001; Dota e cols., 2011;
Carvalho e cols., 2011) e internacionais (Xuan e cols., 2011; Piccinelli e cols.,

2011; Szliszka e cols., 2011).

1.5.1. Potenciais terapéuticos da propolis

Estudos comprovam o potencial terapéutico da prépolis da espécie Apis
mellifera, sendo relatada agao antitumoral (Orsolic e cols., 2005; Szliszka e
cols., 2011), antimicrobiano (Miorin e cols., 2003; Katircioglu e Mercan, 2006;
Dota e cols., 2011), antioxidante (Lu e cols., 2003; Guo e cols., 2011), entre
outros. Quanto as acgdes terapéuticas resultantes do uso da propolis, obtida a

partir de abelhas sem ferrdo, foram relatadas as atividades antitumoral a partir
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da espécie Trigona laeviceps (Umthong e cols., 2011) e antibacteriana, através
de amostras de propolis das espécies Melipona quadrifasciata, Melipona
quadrifasciata anthidioides, Tetragonisca angustula e Scaptotrigona sp
(Velikova e cols., 2000; Miorim e cols., 2003; Farnesi e cols., 2009).

Apesar disso, de acordo com a diversidade de meliponineos
encontrados no Brasil, muitos estudos ainda precisam ser realizados, a fim de
caracterizar o potencial terapéutico deste produto natural. Deste modo, estudos
que visam caracterizar o potencial antimicrobiano e antioxidante da propolis de
abelhas sem ferrdo, presentes em territério brasileiro, tais como Plebeia
catamarcensis, Tetragonisca angustula fiebrigi e Melipona orbignyi, podem
contribuir no tratamento de varias patologias, e diversas aplicacbes

biotecnolégicas.

1.5.1.1. Potencial antimicrobiano

Diversas doencas que afligem a salde humana sdo provocadas por
microrganismos, que apesar de muitas vezes participarem da microbiota do
corpo humano, em quantidades excessivas, podem provocar sérias patologias.
Especialmente porque sdo caracterizados pela rapida proliferacdo, e
prejudicam principalmente pacientes imunodeprimidos. Dentre os patdégenos
mais conhecidos e estudados estdo o fungo Candida albicans e as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Al-Waili, 2004; Dota e cols, 2011)

O fungo Candida albicans € frequentemente isolado de infeccdes
superficiais e invasivas, e coloniza principalmente superficies de mucosas da

cavidade oral e vaginal, além do trato digestivo. E considerado um

microrganismo oportunista, sendo o principal agente da candidiase, micose
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provocada por leveduras do género Candida (Molero e cols., 2008; Barbedo e
Sgarbi, 2010).

A espécie bacteriana gram-positiva Staphylococcus aureus, promove
graves injurias a saude humana, sendo responsaveis por infeccles
endovasculares, epiteliais, sistema respiratorio, articulagbes, dentre outros.
Comumente estas bactérias colonizam pacientes com diabetes tipo 1,
submetidos a hemodidlise, poés-cirirgicos e portadores de sindrome da
imunodeficiéncia adquirida. Adicionalmente, esta bactéria destaca-se como
responsavel por intoxicagfes alimentares, por meio da ingestdo de alimentos
contaminados (Franklin e Lowy, 1998; Cruvinel e cols., 2011).

A espécie bacteriana gram-negativa Escherichia coli, é encontrada
comumente na microbiota do trato intestinal humano. E comum cepas de E. coli
habitarem o c6lon dos hospedeiros, no entanto, ao colonizarem outros nichos,
podem causar sérias patologias, como doencas entéricas, meningite e
infec¢des do trato urinario (Kaper e cols., 2004).

De acordo com Guimaraes e cols. (2010) as doencas infecciosas sao a
segunda maior causa de mortalidade do mundo e, além disso, estes patogenos
demonstram altos indices de resisténcia aos atuais medicamentos. Produtos
naturais, bem como moléculas naturais, que apresentam capacidade de inibir o
crescimento ou matar estes microrganismos tém sido muito valorizados, isto
porque geralmente possuem estruturas quimicas complexas, importantes para

as interacdes especificas na inibicdo dos mesmos.
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1.5.1.2. Potencial antioxidante

Diversas patologias sdo desencadeadas a partir do desequilibrio entre a
producdo de agentes oxidantes e o sistema antioxidante do organismo
humano, estado conhecido como estresse oxidativo. Dentre as principais
condi¢gBes clinicas associadas a este estado, destacam-se a aterosclerose,
cancer, catarata, esclerose multipla, diabetes, pancreatite, doenca de
Parkinson, o acidente vascular cerebral e a doenga de Alzheimer (Ferreira e
Matsubara, 1997; Giada e Filho, 2006).

Os radicais livres sdo moléculas que apresentam um elétron
desemparelhado na Orbita exterior, geralmente, instaveis e muito reativas
(Ferreira e Matsubara, 1997). Dentre as moléculas reativas, estdo as espécies
reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN). Os
radicais superéxido (O27), hidroxil (OH), peroxil (RO7), alcoxil (RO’ e
hidroperoxil (HO;") sdo exemplos de ERO. Enquanto o 6xido nitrico (NO') e o
diéxido de nitrogénio (NO;") sdo ERN (Fang e cols., 2002).

Além disso, os radicais livres de oxigénio e de nitrogénio podem ser
convertidos em outras espécies reativas ndo-radical, pois ndo apresentam
elétrons desemparelhados na ultima camada, tais como peréxido de hidrogénio
(H20,), acido hipocloroso (HOCI), acido hipobromoso (HOBr) e peroxidonitrito
(ONOQO). Porém, apesar de ndo ser um radical livre, 0 H,O, é um metabdlito
do oxigénio extremamente deletério, porque participa da reacédo que produz o
‘OH (Ferreira e Matsubara, 1997; Fang e cols., 2002).

As EROs e ERNs, entre outras espécies reativas, sdo comumente
produzidas no organismo humano, sendo geradas atraves do metabolismo

humano e em diversas condi¢Oes fisioldgicas. Estes sdo comumente gerados
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na defesa contra infec¢des, a partir de neutrdfilos, estimulados pela presenca
de microrganismos a produzirem moléculas reativas, com a finalidade de
destruir tais patdégenos. Todavia, quando sua producdo € exacerbada, o
organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar
e restabelecer o equilibrio (Fang e cols., 2002; Vasconcelos e cols., 2007).

E essencial o equilibrio entre as espécies de moléculas reativas e o
sistema de defesa antioxidante. Para se proteger, a célula possui mecanismos
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimatico. O sistema enzimatico é formado
por diversas enzimas, sendo representado principalmente pela superoéxido-
dismutase (SOD) que catalisa a dismutagéo do anion radical superéxido (O,") a
perdxidode hidrogénio (H,0,) e O,, catalase (CAT) que atua na decomposicao
de H,O, a O, e H,O e glutationa-peroxidase (GSH-Px) que atua sobre
peréxidos em geral, com utilizacdo de glutationa como co-fator (Junior e cols.,
2001; Vasconcelos e cols., 2007).

Quanto ao sistema ndo enzimatico, este é constituido por muitas
substancias, as quais podem ser agrupada sem compostos produzidos in vivo,
como € o caso da glutationa (GSH), da ubiquinona e do acido Urico, e em
compostos obtidos diretamente da dieta tais como vitaminas E, C, B-caroteno e
outros (Vasconcelos e cols., 2007).

Como mencionado anteriormente, o desequilibrio entre a formacédo e a
remogéo dos radicais livres no organismo, estado conhecido como estresse
oxidativo, pode resultar em oxidac&o dos fosfolipidios de membranas celulares,
danos no DNA e proteinas, injurias teciduais e doencas (Junior e cols., 2001).

Neste contexto de prospeccdo por produtos naturais para a prevencao

elou tratamento de varias patologias, bem como para usos biotecnologicos,
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incluimos a busca do potencial antimicrobiano e antioxidante da propolis das
abelhas sem ferrdo Plebeia catamarcensis, Tetragonisca angustula fiebrigi e
Melipona orbignyi, o que indiretamente esta ligado ao melhor conhecimento

das espécies e a necessidade de conservacao das mesmas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial antimicrobiano e antioxidante da prépolis das abelhas

Plebeia catamarcensis, Tetragonisca angustula fiebrigi e Melipona orbignyi,

encontradas no Mato Grosso do Sul, Brasil.

2.2. Objetivos especificos

° Caracterizar a atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos de

propolis frente a Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli;

. Identificar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos

contra os microrganismos estudados;

. Avaliar o potencial antioxidante dos extratos de propolis;

o Verificar o efeito protetor do extrato da prépolis de Melipona

orbignyi contra a hemolise induzida em eritrocitos.
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3. Materiais e métodos

3.1. Coleta da propolis

Todas as espécies avaliadas foram identificadas por especialistas em
abelhas: a espécie Plebeia catamarcensis pelo Prof. Dr. Jodo M. F. Camargo, e
as espécies Tetragonisca angustula fiebrigi e Melipona orbignyi pelo Prof. Dr.
Pe. Jesus Santiago Moure.

A propolis produzida pelas abelhas sem ferrdo Plebeia catamarcensis,
foi coletada manualmente em cinco ninhos, e pelas espécies Tetragonisca
angustula fiebrigi e Melipona orbignyi foram coletadas em dois ninhos, cada
uma, pelo Bidlogo Prof. Dr. José Benedito Perrella Balestieri, especialista em
abelhas. As colmeias estdo localizadas na regido centro-oeste do Brasil, no
estado de Mato Grosso do Sul, nas coordenadas 22° 13’ 12” S - 54° 492" O.
ApOs a coleta, as amostras foram armazenadas a -20°C para posterior

utilizagéo.

3.2. Preparo dos extratos etandlicos da propolis (EEP)

Os extratos etandlicos da prépolis foram preparados pelo procedimento
de extracdo segundo Alencar e cols. (2007), com pequenas modificacdes. As
amostras das propolis foram extraidas com etanol 80%, na proporcdo de 1
grama da amostra da prépolis para 4,5 ml de etanol 80%. Em seguida, foram
mantidos em banho-maria a 70°C. Periodicamente, os tubos eram colocados
em um agitador tipo “vortex”, para que a solugao fosse homogeneizada até a

total diluicdo do soluto no solvente. Depois de dissolvidos, os homogenatos

19



foram filtrados com o auxilio de papel filtro, para obtencdo dos extratos

etandlicos da prépolis (EEP).

3.3. Atividade antimicrobiana
As analises de atividade antimicrobiana foram realizadas no Laboratorio
de Microbiologia do Centro Universitario da Grande Dourados - UNIGRAN

(Dourados, Mato Grosso do Sul), seguindo os métodos descritos:

3.3.1. Método de difusdo em 4gar (avaliacdo qualitativa)

3.3.1.1. Preparacédo do inéculo e do agar

A fim de conhecer o potencial antimicrobiano dos extratos de prépolis
estudados, foram realizadas andlises frente a trés microrganismos patogénicos
ao homem: o fungo Candida albicans (ATCC10231), a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli (ATCC8739) e a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus (ATCC25923).

Inicialmente, os microrganismos foram reativados em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e, posteriormente, subcultivados em placas contendo Agar
Mueller Hinton (AMH), durante 24 h, a 37 °C, em estufa microbiologica. Apos o
crescimento em meio solido, para preparar a suspensdo microbiana, a
superficie da colonia de interesse foi tocada com uma alca de platina e os
microrganismos foram transferidos para um tubo contendo 3 ml de NaCl 0,9%
(solucéo salina) estéril. A suspenséo foi homogeneizada e ajustada até atingir a
concentracdo equivalente ao tubo 0,5 da solucdo padrdo de McFarland 1,5 x

10® Unidade Formadora de Colénia (UFC)/ml.
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O AMH, previamente esterilizado, foi adicionado em placas com 150 mm
de diametro, atingindo profundidade uniforme de aproximadamente 4 mm.
Apés a solidificacdo do meio, os microrganismos foram impregnados conforme

descricao a seguir.

3.3.1.2.Inoculacdo dos microrganismos e aplicacdo dos extratos e
controles

A suspensdo microbiana, com turbidez Optica comparavel a da solugéo
padrdo de McFarland a 0,5, foi inoculada no agar por meio de um Swab. Este
processo foi realizado dentro de uma céamara de fluxo laminar (Veco,
Campinas, Brasil), a fim de evitar a contaminac&o por outros microrganismos.

Em seguida, com auxilio de tubos de inox estéreis, foram
confeccionados orificios com 6 mm de didmetro no agar contido nas placas
(Figura 3). Posteriormente, estes foram preenchidos com aproximadamente
100 pl dos extratos etandlicos de propolis das diferentes abelhas, todos na
concentracdo de 200 mg/ml, dispostos na mesma placa. Como controles
positivos, foram utilizados cetoconazol, para Candida albicans e, tetraciclina,
para Escherichia coli e Staphylococcus aureus, ambos com concentracédo de 4
mg/ml. O solvente utilizado na extracdo das amostras de propolis, o etanol
80%, foi utilizado como controle negativo. Todos os testes foram realizados em

triplicata.
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Carolina S.P.C. Trindade

Figura 3. Confeccdo dos pocos com auxilio de tubo inox estéril.

3.3.1.3. Incubacéo e leitura dos halos de inibicéo

Apos inoculacéo dos extratos e controles, as placas foram incubadas em
estufa microbioldgica a 37°C, durante 24 horas. Apés o periodo de incubacéo,
com o auxilio de uma régua, foram medidos os didametros dos halos das zonas

de inibicdo dos microrganismos (Figura 4).

Jaqueline F. Campos

Figura 4. Halo de inibicdo do crescimento microbiano.

3.4. Concentracdao Inibitoria Minima — CIM (avaliagdo quantitativa)

Esta técnica é utilizada para conhecer a menor concentragdo de um
agente antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um microrganismo.
Portanto, este ensaio foi realizado objetivando conhecer a concentracdo

minima de cada amostra de propolis capaz de inibir o crescimento da levedura
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Candida albicans (ATCC10231), e da bactéria Staphylococcus aureus
(ATCC25923), cujos crescimentos foram inibidos no método de difusdo em
agar.

Os testes foram realizados em microplacas plésticas esterilizadas,
contendo 96 pocos organizados em oito séries identificadas de (A) a (H), cada
qual com doze pocos numerados de 1 a 12. O in6culo foi preparado como
descrito no item 3.3.1.1.

Em todos os pocos foram adicionados 100 pl de caldo Mueller Hinton.
Na primeira coluna da placa, possuia apenas o meio. Na segunda coluna,
inseriu-se 100 ul do controle positivo (cetoconazol, para Candida albicans ou
tetraciclina para Staphylococcus aureus) e, na coluna seguinte, foram
pipetados 100 pl do controle negativo etanol 80%. O mesmo procedimento foi
realizado com os diferentes extratos, nas demais colunas, sendo uma para
cada extrato, onde foram adicionados 100 pl dos mesmos. As referidas
aliquotas, dos diferentes tratamentos, foram adicionadas apenas no primeiro
poco de cada coluna, sendo diluidos seriadamente, totalizando oito
concentracdes (100 a 0,78 mg/ml), exceto para o extrato de T. a. fiebrigi, pois
para este foram necessarias menores concentracdes, totalizando doze
concentracbes (100 a 0,045 mg/ml). Por fim, em todos os pocgos foram
adicionados 10 pul do in6culo.

Os testes foram realizados em triplicata para cada microrganismo. As
microplacas foram incubadas a 37° C por 24 h. Apos o periodo de incubacéao,
estas foram colocadas em espectrofotbmetro para microplacas (Termo Plate

TP-reader), com comprimento de onda de 620 nm. A Concentracdo Inibitoria
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Minima (CIM) foi considerada a menor concentracdo do extrato capaz de inibir

0 crescimento de cada microrganismo.

3.5. Atividade antioxidante
As andlises de atividade antioxidante foram realizadas no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular, na Universidade Federal da Grande Dourados —

UFGD (Dourados, Mato Grosso do Sul).

3.5.1. Atividade de captacdo do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

Os radicais livres estdo envolvidos na oxidacdo dos fosfolipidios de
membranas celulares, danos no DNA e proteinas, injarias teciduais, o que pode
resultar em diversas doencas (Junior e cols., 2001). Um dos métodos mais
utilizado para verificar a atividade de materiais biolégicos € o ensaio de
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), o qual é uma técnica
rapida, simples e independente da polaridade da amostra (Koleva e cols.,
2002).

A reducdo do DPPH em solucdes alcodlicas por um antioxidante é
verificada pela diminuicdo da absorbancia inicial durante a reacéao (Figura 5).
Em sua forma de radical, o DPPH absorve a 515 nm (Brand-Williams e Berset,
1995; Arnao, 2000) ou 517 nm (Lu e cols., 2003; Koleva e cols., 2002; Gupta e

Gupta, 2011).
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Figura 5. Formas radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH. Fonte: Alves e cols. (2010)

Neste estudo, para avaliar a atividade antioxidante das amostras de
propolis, foi verificada a capacidade destas em capturar o radical livre DPPH,
de acordo com o método descrito por Gupta e Gupta (2011), com pequenas
modificagdes. DPPH € um radical livre estavel que aceita um elétron ou um
radical hidrogénio para se tornar uma molécula sem elétrons
desemparelhados, desta forma é reduzido na presenca de um antioxidante.

Para preparar a solucdo final de DPPH 0,10 mM, foram pesados
0,0043g de DPPH e completados 100 ml de etanol 80%. Tal solugcédo foi
preparada e mantida protegida da luz, por se tratar de uma substancia
fotossensivel. O DPPH é um radical livre estavel a temperatura ambiente, e
apresenta coloragao violeta.

Os extratos de prépolis foram preparados em diferentes concentracées.
Para andlise da atividade antioxidante do controle positivo butilihidroxitolueno
(BHT - um antioxidante sintético com estrutura fendlica, com caracteristica
lipossoluvel, muito utilizada na industria alimenticia e de cosméticos) e da
prépolis de Plebeia catamarcensis e de Tetragonisca angustula fiebrigi, foram
preparadas as seguintes concentragdes: 1, 10, 50, 100, 200, 300, 500, 1000 e
2000 pg/ml. J& em relacdo ao controle positivo acido ascorbico (Vitamina C -

antioxidante hidrossoluvel, encontrado em varios alimentos) e EEP de Melipona
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orbignyi foram estudadas as concentracdes 0,1; 1; 5 ; 10; 25; 50; 75; 100 e 200
pg/ml.

As cubetas foram identificadas com as diferentes concentragbes dos
extratos e substancia padrdo. Em seguida, foram adicionadas 1800 pul de
solucdo etanodlica de DPPH e 200 pl de EEP ou substadncia padrdo na
respectiva concentragdo. A mistura foi homogeneizada e incubada a
temperatura ambiente por 30 minutos, no escuro. Sendo, possivel visualizar a
capacidade antioxidante das amostras, por uma reacdo colorimétrica. A
coloracéo inicial da solucdo de DPPH é violeta e caso ocorra a captacdo dos
radicais livres através do composto analisado, esta solucdo apresenta
coloracdo amarela (Figura 6). No entanto, para confirmar a atividade, apds o
periodo pré-estabelecido de incubacao, a absorbancia foi medida a 517 nm em
espectrofotometro (T70 UV/VIS — PG instruments Ltda).

Foram realizados experimentos em duplicata em que o numero de

experimentos independentes encontra-se na tabela de resultados.

Figura 6. Descoloracado do radical livre DPPH através da atividade antioxidante de amostra de

prépolis.
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3.5.2. Protecdo da hemolise de eritrocitos induzida por cloridrato de
2,2 -azobis (2-amidinopropano) (AAPH)

Eritrécitos tém sido usados como modelo funcional in vitro para
investigar os danos provocados em suas membranas, pois estas sao ricas em
acidos graxos poliinsaturados, e apresentam alta vulnerabilidade & peroxidacéo
lipidica. Neste estudo, o extrato da espécie Melipona orbignyi, por apresentar
melhor atividade antioxidante no método de captura do radical livre DPPH, foi
escolhido para ser avaliado quanto a sua capacidade em proteger os eritrocitos
dos danos provocados por radicais livres a membrana do mesmo. Para esta
andlise foi utilizado o indutor de hemodlise cloridrato de 2,2°-azobis (2-
amidinopropano) (AAPH), que a 37°C (temperatura corporal), gera radicais
livres do tipo peroxil, que podem atacar a membrana dos eritrécitos e induzir a
peroxidacao lipidica, levando a hemdlise.

A protecao anti-hemolise do extrato  foi determinada
espectrofotometricamente, de acordo com um método descrito por Valente e
cols. (2011), com pequenas modificacdes. Inicialmente, para obtencdo de
eritrécitos humanos, foram coletados 5 ml de sangue periférico um doador
saudavel por meio de puncao venosa, e adicionados em tubos contendo citrato
de sodio como substancia anticoagulante. Em seguida, as amostras de sangue
foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos. Apés centrifugacao, o plasma
sanguineo e a camada celular superior, rica em leucocitos, foram descartados,
sendo preservada apenas a camada inferior, constituida por eritrocitos.

Em seguida, os eritrocitos foram lavados trés vezes, com a adi¢cdo de
aproximadamente 4 ml de solucdo salina, sendo centrifugado a 2000 rpm por

10 minutos. Apés as lavagens, foi preparada suspensao de eritrécitos a 10%,
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através do acréscimo de 1100 pl de papa de eritrocito em 9900 ul de solucéo
salina. Esta suspensao foi preparada duas vezes mais concentrada, ja que
durante os experimentos foi diluida duas vezes, objetivando uma concentragdo
final de 2,5%.

O extrato de propolis foi inicialmente solubilizado em solucdo salina para
obter uma solugcédo estoque de 50 mg/ml e posteriormente diluidos, para se
obter as concentragdes iniciais de 200, 300, 400 e 500 pg/ml do extrato, pois,
da mesma forma que a suspensao de eritrcitos, era diluido duas vezes em
igual volume, resultando em concentragdes finais de 50, 75, 100 e 125 pg/ml.

O mesmo procedimento foi realizado com o antioxidante padréo, &cido
ascorbico. Em todos os experimentos foram utilizados controles negativos
(eritrocitos em solucdo salina e eritrocitos em etanol 80% diluido em solugéo
salina, a fim de obter a mesma concentracéo final deste solvente presente no
extrato, ou seja, 1%), bem como controles dos extratos (suspensao de
eritrécitos em solucdo salina diluidos em cada concentracdo dos extratos).
Como referéncia de hemodlise total, foi adicionada &gua destilada aos
eritrocitos.

A substancia utilizada para inducdo a peroxidacao lipidica dos eritrocitos
foi o AAPH, a qual foi preparada uma suspensao inicial de 100 mM (0,406 g de
AAPH diluido em 15 ml de solucéo salina), ja que durante a reacao este se dilui
em solucéo de igual volume, obtendo concentracao final de 50 mM.

Como demonstrado na tabela 1, os tubos foram identificados de acordo
com as substancias adicionadas nos mesmos, sendo realizado em duplicata.
Na primeira etapa, foram adicionadas aliquotas de 250 pl de eritrécitos 10%

com 250 pl dos devidos tratamentos, e eritrocitos controle nado tratados,
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receberam 250 pl de solugéo salina, assim como o tubo que posteriormente
recebeu AAPH, também como controle. Estes foram pré-incubadas a 37°C em
banho maria, durante 30 minutos.

Apés este periodo, adicionou-se 500 pl de solucdo de AAPH. E nos
tubos que nao receberam tal solugéo, foram pipetados 500 pl de solugéo salina
ou agua destilada, para obter o controle de hemdlise total. Esta mistura de
reacao foi incubada a 37°C durante 4 horas.

A cada hora retiravam-se aliquotas de 200 ul de cada tubo, que eram
diluidas em 1800 pl de solucdo salina. Estes tubos foram levados a
centrifugacdo a 3600 rpm, por 10 minutos, para separar 0S eritrocitos
preservados. Em seguida, o sobrenadante era removido, e depositado em
cubetas para leitura em espectrofotdmetro a 540 nm. Concomitantemente, a
cada hora eram retiradas aliquotas de 40 pl dos tubos controles e a maior
concentracdo (125 pg/ml) de todos os tratamentos, com ou sem AAPH,
depositadas em laminas e cobertas com laminulas. Foram visualizadas as
caracteristicas morfolégicas dos eritrocitos dos diferentes tratamentos, com o
auxilio de um microscépio 6ptico usando aumento de 40 X (Motic BA 200) e

realizado a captura foto digital (Moticam 2300) acoplada ao microscopio.
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Tabela 1. Preparo dos tubos para realizar o teste de indugdo de hemoélise por AAPH

Identificac&o dos tubos

12 Etapa (37°C, 30 min)

22 Etapa (37°C, 4 horas)

Eritrécitos 2,5%

250 pl eritrécitos 10% +

250 pl solugéo salina

500 pl solugéo salina

Eritrécitos + EtOH 1%

250 pl eritrécitos 10% +
250 pl EtOH 80%

500 pl solucéo salina

Eritrocitos + AAPH 250 pl eritrécitos 10% + 500 pl AAPH
250 pl solugéo salina
Eritrocitos + 250 pl eritrécitos 10% + 500 ul AAPH
Vit. C 50 pg/ml + AAPH 250 pl Vit. C 50 pg/ml
Eritrocitos + 250 pl eritrocitos 10% + 500 pl AAPH
Vit. C 75 pg/ml + AAPH 250 pl Vit. C 75 pg/ml
Eritrocitos + 250 pl eritrécitos 10% + 500 pl AAPH
Vit. C 100 pg/ml + AAPH 250 pl Vit. C 100 pg/ml
Eritrécitos + 250 pl eritrécitos 10% + 500 pl AAPH
Vit. C 125 pg/ml + AAPH 250 pl Vit. C 125 pg/ml
Eritrocitos + 250 pl eritrocitos 10% + 500 pl AAPH
Ext. 50 pg/ml + AAPH 250 pl Ext. 50 pg/ml
Eritrécitos + 250 pl eritrécitos 10% + 500 pl AAPH
Ext. 75 pg/ml + AAPH 250 pl Ext. 75 pg/ml
Eritrocitos + 250 pl eritrocitos 10% + 500 pl AAPH
Ext. 100 pg/ml + AAPH 250 pl Ext. 100 pg/ml
Eritrocitos + 250 pl eritrécitos 10% + 500 pl AAPH

Ext. 125 pg/ml + AAPH

250 pl Ext. 125 pg/ml

Eritrécitos +

250 pl eritrécitos 10% +

500 pl solugéo salina

Vit. C 50 pg/ml 250 pl Vit. C 50 pg/ml
Eritrocitos + 250 pl eritrécitos 10% + 500 pl solucdo salina
Vit. C 75 pg/ml 250 pl Vit. C 75 pg/ml

Eritrécitos +
Vit. C 100 pg/mi

250 pl eritrécitos 10% +
250 pl Vit. C 100 pg/ml

500 pl solugéo salina

Eritrocitos +
Vit. C 125 pg/ml

250 pl eritrocitos 10% +
250 pl Vit. C 125 pg/mi

500 pl solugdo salina

Eritrécitos +
Ext. 50 pg/ml

250 pl eritrécitos 10% +
250 pl Ext. 50 pg/ml

500 pl solugéo salina

Eritrécitos +
Ext. 75 pg/mi

250 pl eritrécitos 10% +
250 pl Ext. 75 pg/ml

500 pl solugéo salina

Eritrécitos +
Ext. 100 pg/ml

250 pl eritrécitos 10% +
250 pl Ext. 100 pg/ml

500 pl solugéo salina

Eritrécitos +
Ext. 125 pg/ml

250 pl eritrécitos 10% +
250 pl Ext. 125 pg/ml

500 pl solugéo salina

Hemodlise total

250 pl eritrocitos 10% +
250 pl 4gua destilada

500 pl 4gua destilada
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3.6. Calculos e Anédlises estatisticas

Para determinar o valor de efetividade de atividade antimicrobiana dos
extratos de propolis em relagdo aos controles, foi realizado o seguinte célculo:
Fator de efetividade (%) = (amostra/controle) x 100, no qual é representado
pela razdo entre o valor do halo de inibicdo promovido pelo extrato em relacao
ao halo do controle padrao, multiplicado por 100, para obtencéo dos valores em
porcentagem.

Quanto a determinacdo da porcentagem de atividade antioxidante foi
utilizada a seguinte equacao: Inibicdo do radical livre DPPH (%) = (1 - Abs
amostra/Abs controle) x 100, no qual Abs amostra € a absorbancia da solugéo
onde a amostra de extrato foi adicionada a solu¢cdo de DPPH e Abs controle é
a absorbancia da solucdo de DPPH. Os dados obtidos neste ensaio foram
analisados e os valores de ICs, (concentragao capaz de inibir 50% da atividade
do DPPH), foram calculados através de andlise de regressdo nao linear apos
determinacdo da curva de atividade antioxidante. A partir dos valores obtidos,
foi calculado o fator relativo, o qual € a razéo entre o valor do ICso da amostra
analisada e do ICsp do seu controle.

A porcentagem de hemdlise foi determinada através da mensuracéo da
absorbéancia do sobrenadante (A) e comparada com a de hemdlise total (B),
utilizando a formula: A/B x 100. Foram realizados trés experimentos em
duplicata independentes.

As analises estatisticas foram realizadas no Programa GraphPad Prism
versdao 3.02 (GraphPad Software, San Diego, EUA). Os valores foram
representados como as médias dos valores obtidos * erro padrdo da média

(E.P.M). Para analise e comparagdo dos dados, foi utilizado o teste t de
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Student, para amostras nao pareadas. O nivel de significancia foi fixado em p <

0,05.
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4. Resultados

4.1. Extratos obtidos

ApOs o preparo dos extratos etanolicos das amostras de prépolis, estes
apresentaram diferentes coloracées, sendo que o EEP de Plebeia
catamarcensis exibiu coloragdao amarelo claro, o de Tetragonisca angustula
fiebrigi caramelo, e o extrato de Melipona orbignyi marrom escuro (Figura 7),
sendo um indicativo de que os referidos extratos apresentam compostos

distintos.

(A) (B) (C)

Figura 7. Coloracdo dos extratos de (A) Plebeia catamarcensis, (B)
Tetragonisca angustula fiebrigi e (C) Melipona orbignyi.

4.2. Atividade antimicrobiana

4.2.1. Método de difusdo em Agar

Para avaliarmos qualitativamente a atividade antimicrobiana das
amostras, o solvente etanol 80% foi utilizado como controle negativo, o qual
nao apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados

(Tabela 2 e 3). O antifungico cetoconazol usado como controle positivo frente a
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Candida albicans mostrou halo de inibicdo de 19 + 0,6 mm (Tabela 2), e o
antibacteriano tetraciclina apresentou halo de 35 + 2,8 mm contra
Staphylococcus aureus e 34 £ 0,3 mm frente a Escherichia coli(Tabela 3). Tais
resultados demonstram a efetividade da técnica.

O extrato de propolis da espécie Plebeia catamarcensis demonstrou halo
de inibicdo de 11 + 0,6 mm frente ao fungo C. albicans, o qual obteve atividade
antifngica de 58% em relacdo ao padrédo cetoconazol (Tabela 2). Em relacao
as bactérias testadas, apresentou halo de inibicdo de 18 + 1,6 mm contra a
cepa gram-positiva S. aureus, com51% de atividade, quando comparado ao
controle (Tabela 3).

O EEP de Tetragonisca angustula fiebrigi inibiu o crescimento do fungo
C. albicans (Tabela 2) e da bactéria gram-positiva S. aureus(Tabela 3), com
halos de 12 + 1,6 e 21 + 2,4 mm respectivamente, e obtiveram acdo
antimicrobiana de 63 e 60%,quando comparados aos controles.

Quanto ao extrato de propolis de Melipona orbignyi, este demonstrou
halo de 23 + 1,6 mm de inibicdo frente a C. albicans (Tabela 2),apresentando
acdo inibitéria de 121%, a qual se mostrou mais efetiva do que o antifingico
comercial, cetoconazol, nas concentracbes avaliadas. Também inibiu o
crescimento da bactéria S. aureus, com halo de 25 + 0,3 mm, e 71% de acéo
inibitéria (Tabela 3), quando comparado a tetraciclina. Nenhum dos extratos
avaliados foi ativo contra a cepa bacteriana gram-negativa E. coli avaliada

(Tabela 3).
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Tabela 2. Medida do halo de inibi¢do dos diferentes extratos da propolis
(200 mg/ml) e controle cetoconazol (4 mg/ml) frente a levedura Candida

albicans.

Diametro do halo de inibicdo (mm)
Tratamentos C. albicans F efetividade (%0)
Cetoconazol 19+0,6 100
Etanol 80 % 0 0
EEP P. catamarcensis 11+0,6 58
EEP T. a. fiebrigi 12+16 63
EEP M. orbignyi 23+1,6 121

F efetividade em % € a razdo entre os valores de inibicdo de cada amostra
analisada em relacdo ao cetoconazol, multiplicado por 100.

Tabela 3. Medida do halo de inibic&o dos diferentes extratos da propolis (200 mg/ml) e
controle tetraciclina (4 mg/ml) frente as bactérias gram-positiva Staphylococcus aureus e
gram-negativa Escherichia coli.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Tratamentos S. aureus F etetividade (%0) E. coli F etetividade (%0)
Tetraciclina 35+28 100 34+0,3 100
Etanol 80 % 0 0 0 0
EEP P. catamarcensis 18+1,6 51 0 0
EEP T. a. fiebrigi 21+24 60 0 0
EEP M. orbignyi 25+0,3 71 0 0

F efetividade em % é a razéo entre os valores de inibi¢do de cada amostra analisada em
relacdo a tetraciclina, multiplicado por 100.
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4.2.2. Concentragéo Inibitéria Minima — CIM
Nesta técnica, o EEP da abelha Plebeia catamarcensis é capaz de inibir
o crescimento de C. albicans na concentragcdo minima de = 6,25 mg/ml, e inibir

o crescimento de S. aureus com = 3,125 mg/ml de extrato (Tabelas 4 e 7).

Tabela 4.Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) do EEP de Plebeia catamarcensis,
frente aos microrganismos Candida albicans e Staphylococcus aureus.

Concentrac0es testadas Candida albicans Staphylococcus aureus
(mg/ml)

100 - -
50 - -
25 - -

12,5 - -

6,25 - -

3,125 + -

1,56 + +

0,78 + +

O sinal (+) indica o crescimento dos microrganismos testados na concentracdo correspondente;
O sinal(-) indica a inibicéo do crescimento dos microrganismos testados na concentracéo correspondente.

Ja o EEP de Tetragonisca angustula fiebrigi inibiu o crescimento tanto de
C. albicans quanto de S. aureus na concentracdo minima de = 0,78 mg/ml

(Tabelas 5 e 7).
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Tabela 5.Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) do EEP de Tetragonisca angustula
fiebrigi, frente aos microrganismos Candida albicans e Staphylococcus aureus.

Concentrac0es testadas Candida albicans Staphylococcus aureus
(mg/ml)

100 - -
50 - -
25 - -
12,5 - -
6,25 - -
3,125 - -
1,56 - -
0,78 - -

0,39 + +

0,195 + +

0,09 + +

0,045 + +

O sinal (+) indica o crescimento dos microrganismos testados na concentracdo correspondente;
O sinal(-) indica a inibig8o do crescimento dos microrganismos testados na concentracdo correspondente.

Em relacdo a propolis de Melipona orbignyi, a menor concentracao
capaz de inibir o crescimento de ambos os microrganismos foi = 3,125 mg/ml

(Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6.Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do EEP de Melipona orbignyi,
frente aos microrganismos Candida albicans e Staphylococcus aureus.

Concentrac0es testadas (mg/ml) Candida albicans Staphylococcus aureus

100
50
25

12,5

6,25

3,125

1,56 + +

0,78 + +

Ossinal ( +) indica o crescimento dos microrganismos testados na concentragdo correspondente;
O sinal ( - ) indica a inibicdo do crescimento dos microrganismos testados na concentragdo
correspondente.

Tabela7.Quadro resumo das Concentragfes Inibitorias
Minimas (CIM) da prépolis de Plebeia catamarcensis,
Tetragonisca angustula fiebrigi e Melipona orbignyi frente
aos microrganismos Candida albicans e Staphylococcus

aureus.
CIM (mg/ml)
EEP C. albicans S. aureus
P. catamarcensis > 6,25 >3,125
T. a. fiebrigi >0,78 >0,78
M. orbignyi > 3,125 > 3,125
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4.3. Atividade Antioxidante

4.3.1 Atividade de captacdo do radical livre DPPH - Propolis

Um dos métodos para avaliar a atividade antioxidante dos extratos
etandlicos da propolis, das trés espécies de abelha estudadas, foi a partir da
capacidade destes em capturar o radical livre DPPH, presente em solucao
etandlica.

Inicialmente, foram realizadas avaliagdes preliminares com diversas
concentracdes de todos os extratos estudados, comparados aos antioxidantes
BHT e Vitamina C. A partir destas, o perfil dos extratos de P. catamarcensis e
T. a. fiebrigi nos levou a utilizar o controle BHT, enquanto que o extrato de M.
orbignyi a Vitamina C (dados ndo apresentados).

O antioxidante padrdo BHT, apresentou ICso de 26,3 + 11,4 pg/ml
(Figuras8A e 9 A e Tabela 8), com inibicdo méxima de 91,6 + 3,0 %, na
concentracdo de 200 pg/ml (Figuras 8 B e 9 B e Tabela 8). O EEP de P.
catamarcensis apresentou ICsg de 1273 £+ 684 pug/ml, sendo uma concentracéo
48,4 vezes maior comparada ao ICsp do BHT (Figura 8 A e Tabela 8).
Apresentou inibicio maxima de 36,3 + 5,4 % do radical livre DPPH na
concentracéo de 2000 pg/ml (Figura 8B e Tabela 8).

O EEP de T. a. fiebrigi apresentou ICso de 1482 + 330 pg/ml, sendo uma
concentracéo 56,3 vezes maior comparada ao 1Cso do antioxidante padréo BHT
(Figura 9 A e Tabela 8). Tal extrato obteve inibicdo maxima de 62,6 = 3,2 % do
radical livre DPPH na concentracdo de 2000 pug/ml (Figura 9 B e Tabela 8).

O antioxidante padréo vitamina C apresentou ICso de 2,7 £ 0,4 pg/ml

(Figura 10 A e Tabela 8), com inibicdo maxima de 97,7 + 0,4 % do radical livre
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DPPH, na concentracdo de 10 pg/ml (Figura 10 B e Tabela 8). O EEP de M.
orbignyi, demonstrou ICso de 40,0 + 4,8 pug/ml, sendo uma concentracao 14,8
vezes maior comparada ao ICso do antioxidante padrao utilizado (Figura 10 A e
Tabela 8). O referido extrato apresentou inibicdo méaxima de 96,4 £ 0,6 % do

radical livre DPPH na concentragao de 100 pg/ml (Figura 10 B e Tabela 8).
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Figura 8. Atividade de captacdo de DPPH. Efeito de diferentes
concentragdes do extrato da propolis de P. catamarcensis e do
antioxidante padrdo BHT na captacdo do radical livre DPPH. (A)
Curva de atividade antioxidante para analise do ICs, (B) Curva de
porcentagem de atividade antioxidante. Os resultados estdo
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Tabela 8. 1Csy dos extratos etandlicos da prépolis, comparados aos antioxidantes padrdes,
BHT e &cido ascérbico, juntamente com o percentual de atividade maxima de captacdo do
radical livre DPPH, na sua respectiva concentracao.

Tratamentos ICso(ug/ ml)  F. relativo n Atividade maxima
% pg / mi
BHT 263+114 - 5 91,6 £3,0 200
P. catamarcensis 1273 + 684 48,4 2 36,3+5,4 2000
T. a. fiebrigi 1482 + 330 56,3 3 62,6 3,2 2000
Acido ascorbico 27£04 - 4 97,7+0,4 10
M. orbignyi 40,0+4.8 14,8 3 96,4 +0,6 100

Fator relativo é a razao entre o valor do ICsg da amostra analisada e do 1Csqdo seu controle

4.4. Protecédo contra hemolise de eritrocitos induzida por AAPH

Para esta analise foi escolhida a prépolis da espécie Melipona orbignyi
por apresentar melhor atividade antioxidante na avaliacdo da captacdo do
radical livre DPPH. Nesta técnica, os eritrécitos foram incubados com o agente
oxidante AAPH, e a capacidade protetora do extrato contra hemdlise foi
avaliada tanto dose quanto tempo dependente. A atividade anti-hemolitica foi
avaliada a cada 60 minutos, durante um periodo de 240 minutos nas
concentragdes de 50, 75, 100 e 125 pg/ml.

Na Figura 11 no tempo de 60 (A), 120 (B), 180 (C) e 240 minutos (D)
pode ser observado que o extrato ndo promoveu hemolise significativa quando
comparada a seus respectivos controles em nenhum tempo ou concentracao
avaliada. O que também pode ser observado nas Figuras 13 EeF-16 Ee F
que demonstram a integridade celular, além de grande quantidade de

eritrocitos.
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Aos 60 minutos de incubagdo com o agente oxidante AAPH, o &cido
ascorbico apresentou atividade anti-hemolitica em todas as concentracdes
avaliadas (Figura 12 A), que também pode ser um indicativo quanto a
preservacdo da integridade dos eritrocitos na concentracdo de 125 pg/mi
(Figura 13 G). Para o extrato, foi possivel observar atividade anti-hemolitica
apenas na concentragdo de 125 pg/ml (Figuras 12 A e 13 H), quando
comparada aos eritrécitos incubados com o AAPH (Figuras 12 A e 13 D).

Ap6s120 minutos de incubacdo com o agente oxidante AAPH, o &acido
ascorbico apresentou atividade anti-hemolitica em todas as concentracdes
avaliadas (Figura 12 B), também foi possivel observar um indicativo da
integridade dos eritrocitos na concentracdo de 125 pg/ml (Figura 14 G). Nestas
condi¢les, 0 extrato apresentou atividade protetora em todas as concentragdes
avaliadas (Figura 12 B), também representado pelo efeito protetor na
concentracdo de 125 pg/ml (Figura 14 H), quando comparada aos eritrocitos
incubados com o AAPH (Figuras 12 Be 14 D).

Aos 180 (Figura 12 C)e 240 (Figura 12 D) minutos, foi possivel observar
que apenas 0 acido ascoérbico apresentou atividade anti-hemolitica com perfil
dose dependente. Atividade que também foi observada pela aparente
integridade dos eritrocitos na concentracdo de 125 pg/ml do referido controle
(Figuras 15 E e 16 E). Entretanto, o extrato nestas condi¢des néo foi capaz de
proteger os eritrocitos contra a hemolise provocada pelo AAPH aos 180 (Figura
12 C) e 240 (Figura 12 D) minutos de incubagéo, também representado pelo
namero reduzido de eritrocitos na concentracdo de 125 pug/ml (Figuras 15 H e

16 H) de extrato.
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Figura 11. Efeito das diferentes concentracfes do extrato de propolis de M. orbignyi,
comparado ao antioxidante padréo, acido ascorbico (vitamina C), sobre eritrécitos sem
adicdo de AAPH. (A) Eritrocitos incubados por 60 min, (B) 120 min, (C) 180 min e (D) 240
min. Os resultados estdo expressos em média + EPM (erro padrdo da média), n=4
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Figura 12. Efeito protetor de diferentes concentragdes do extrato de propolis de M.
comparado ao antioxidante padréo, acido ascorbico (vitamina C), sobre
eritrocitos estimulados com AAPH. (A) Eritrécitos incubados por 60 min, (B) 120 min, (C)

orbignyi,

180 min e (D) 240 min. Os resultados estdo expressos em meédia +

média), n =4
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Figura 13.Representacdo dos eritrécitos ap6s 60 minutos de incubacao. (A) Hemdlise total;
(B) Eritrocitos sem tratamento; (C) Veiculo - EtOH; (D) Eritrocitos com o indutor de hemolise
— AAPH (50mM); (E) Eritrocitos tratadas com &cido ascorbico 125 pg/ml; (F) Eritrocitos
tratados com EEP 125 pg/ml; (G) Eritrdcitos tratados com acido ascorbico 125 pg/ml acrescido
de AAPH; (H) Eritrdcitos tratados com EEP 125 pg/ml acrescida de AAPH. Os resultados
estdo expressos em média + EPM, n = 4.
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Figura 14.Representacdo dos eritrocitos apos 120 minutos de incubagéo. (A) Hemdlise
total; (B) Eritrécitos sem tratamento; (C) Veiculo - EtOH; (D) Eritrécitos com o indutor de
hemolise — AAPH (50mM); (E) Eritrécitos tratadas com &cido ascorbico 125 pg/ml; (F)
Eritrocitos tratados com EEP 125 pg/ml; (G) Eritrécitos tratados com &cido ascorbico 125
pg/ml acrescido de AAPH; (H) Eritrécitos tratados com EEP 125 pg/ml acrescida de
AAPH. Os resultados estdo expressos em média £ EPM, n = 4.
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Figura 15. Representacdo dos eritrocitos apés 180 minutos de incubacdo. (A)
Hemolise total; (B) Eritrécitos sem tratamento; (C) Veiculo - EtOH; (D) Eritrdcitos com o
indutor de hemolise — AAPH (50mM); (E) Eritrécitos tratadas com &cido ascorbico 125
pg/ml; (F) Eritrécitos tratados com EEP 125 pg/ml; (G) Eritrocitos tratados com acido
ascorbico 125 pg/ml acrescido de AAPH; (H) Eritrdcitos tratados com EEP 125 ug/ml
acrescida de AAPH. Os resultados estdo expressos em média + EPM, n = 4.
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Figura 16. Representacdo dos eritrocitos apés 240 minutos de incubacdo. (A)
Hemolise total; (B) Eritrécitos sem tratamento; (C) Veiculo - EtOH; (D) Eritrdcitos com o
indutor de hemolise — AAPH (50mM); (E) Eritrécitos tratadas com &cido ascorbico 125
pg/ml; (F) Eritrocitos tratados com EEP 125 pg/ml; (G) Eritrocitos tratados com acido
ascorbico 125 pg/ml acrescido de AAPH; (H) Eritrocitos tratados com EEP 125 pg/ml
acrescida de AAPH. Os resultados estdo expressos em média + EPM, n = 4.
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5. Discussao

Nas ultimas décadas houve um crescente interesse cientifico pela
descoberta de produtos naturais que possam ser utilizados em prol da saude
humana. Varios produtos naturais vém se destacando de forma promissora
para o desenvolvimento de novas drogas com propriedades terapéuticas e
biotecnoldgicas. Dentre estes, destacamos a propolis, produzida por diferentes
espécies de abelhas e que vem demonstrando propriedades biologicas e
farmacoldgicas tais como: imunomodulatéria, antitumoral, antiinflamatorio,
antiviral, antiparasitario, antibacteriano, antifingico e antioxidante (Sforcin e
cols., 2000; Sforcin e cols., 2001; Gekker e cols., 2005; Orsi e cols., 2005; Orsi
e cols., 2006a; Orsi e cols., 2006b; Freitas e cols., 2006; Bufalo e cols.,
2009a; Bufalo e cols., 2009b).

Nas avaliacbes antimicrobianas da propolis das abelhas sem ferrdo
Plebeia catamarcensis, Tetragonisca angustula fiebrigi e Melipona orbignyi,
encontradas no estado do Mato Grosso do Sul, foi possivel observar que todas
as espécies estudadas demonstram atividade antimicrobiana promovendo a
inibicdo do fungo Candida albicans e da bactéria gram—positiva Staphylococcus
aureus. Entretanto, a propolis de nenhuma das espécies avaliadas foi capaz
de inibir o crescimento da bactéria gram-negativa Escherichia coli. Resultados
semelhantes aos obtidos neste estudo foram observados para extratos da
prépolis de Apis mellifera e espécies de meliponineos, tais como Melipona
compressipes, Melipona quadrifasciata anthidioides e Tetragonisca angustula
(Kujumgiev e cols., 1999; Lu e cols., 2003; Miorim e cols., 2003; Rahman e

cols., 2010).

52


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0500#bib0500
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0500#bib0500
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0505#bib0505
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0175#bib0175
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0370#bib0370
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0375#bib0375
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0375#bib0375
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0380#bib0380
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0165#bib0165
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0090#bib0090
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0090#bib0090
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S037887411000735X#bib0095#bib0095

Os flavonoides e os ésteres fendlicos, principalmente os éster fenetil do
acido caféico e ferulatos, sdo descritos como responsaveis pelas atividades
antibacterianas e antifingicas da propolis (Ghisalberti, 1979; Marcucci, 1995;
Metzner e cols., 1979; Serkedjieva e cols., 1992; Kujumgiev e cols., 1993).

Marcucci (1996) relata que a propriedade antibacteriana da prépolis
ocorre a partir do sinergismo entre seus compostos, uma vez que estudos
mostram que muitos compostos isolados ndo exibem tal atividade. Contudo, a
resisténcia das bactérias gram-negativas a acdo de antibiéticos pode ser
atribuida a complexidade da parede celular, a qual impede os agentes
antibacterianos de atravessarem efetivamente a barreira lipidica presente na
parede deste tipo de bactéria (Guimardes e cols., 2010). Os antibiéticos
eficientes na inibicdo destas bactérias sdo aqueles que apresentam grupos
ionizaveis em suas estruturas quimicas, e que conseguem atravessar a parede
celular através de canais protéicos de porina, envoltos pela estrutura lipidica,
que apresentam o interior com caracteristicas hidrofilicas (Guimaraes e cols.,
2010).

A melhor atividade antioxidante das prépolis avaliadas foi a da espécie
Melipona orbignyi, semelhante aos resultados obtidos a partir de amostras da
prépolis de Apis mellifera (Lu e cols., 2003; Mercan e cols., 2006) e de alguns
extratos vegetais (Weiler e cols., 2010; Jana e cols., 2011). Duthie e cols.
(2003) atribuem esta capacidade antioxidante da prépolis principalmente aos
seus polifendis, cuja acao refere-se a doacdo de atomos de hidrogénio a partir
de um grupo hidroxila aromatico, o qual € doado ao radical livre e, sua

habilidade de estrutura aromatica para suportar um elétron ndo pareado.
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A maioria dos compostos fendlicos sao flavonodides e derivados fendlicos
simples tais como o préprio fenol, além de cresol, timol, resorcinol e orcinol,
bem como seus derivados: coumarinas, &cidos hidroxinamicos, acidos
fendlicos, dentre outros (Bravo, 1998). Os flavondides representam o grupo
mais comum e amplamente distribuido dos compostos fendlicos das plantas,
que sdo a principal fonte para o preparo da prépolis pelas abelhas. Estimativas
apontam que h& na natureza cerca de 10.000 flavondides conhecidos, dentre
eles destacam-se as antocianinas, flavanas, flavanonas, flavonas, flavondis e
isoflavondides (Bravo, 1998;Tavares e cols., 2010; Vauzour e cols., 2010).

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse pelas atividades
biologicas resultantes dos compostos fendlicos, dentre eles destacam-se seu
papel como antioxidante e antimutagénicos, além da sua implicacdo na
prevencao de patologias como os diversos canceres, doencgas cardiovasculares
e diabetes (Bravo, 1998; Zhu e cols., 2011, Elosta e cols., 2012). Embora a
atividade antioxidante correlacione-se com o conteado de flavondides
presentes na prépolis, € possivel que outras substancias possam estar
envolvidas nesta acao(Moreno e cols., 2000).

As diversas espécies de abelhas demonstram preferéncias intrinsecas
por espécies de plantas, destas, os meliponineos dos géneros Scaptotrigona,
Partamona e Melipona sdo os mais seletivos. Estas preferéncias ocorrem
principalmente em regides tropicais, onde had uma grande diversidade de
abelhas sem ferrdo, e desta forma, alguns deles procuram por plantas
particulares (Imperatriz-Fonseca e cols., 2004; Michener, 2007).

Portanto, os diferentes perfis de atividades antimicrobianas e

antioxidantes observados a partir dos extratos da propolis das abelhas
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estudadas, possivelmente estdo ligados ao tropismo destas abelhas por
determinadas espécies vegetais, o0 que pode influenciar diretamente a
composicdo da prépolis e suas propriedades bioldgicas.

Desta forma, futuras analises serdo realizadas a partir das amostras de
propolis estudadas, para identificar e isolar as substancias responséaveis pelos
efeitos observados, bem como para investigar outras propriedades bioldgicas

das propolis produzidas por estas espécies de abelhas.
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6. Conclusodes

1. Os extratos de propolis das abelhas sem ferrdo Plebeia
catamarcensis, Tetragonisca angustula fiebrigi e Melipona orbignyi
apresentaram atividade antimicrobiana contra o fungo Candida albicans e a
bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus. N&o foi observado efeito

antimicrobiano contra a bactéria gram-negativa Escherichia coli.

2. Todas as prépolis avaliadas exibiram atividade antioxidante,
entretanto, apenas a da abelha Melipona orbignyi apresentou atividade

antioxidante relevante comparada ao controle utilizado.

3. A proépolis de Melipona orbignyi ndo promove indicios de alteracdes
morfologicas, quando incubada com eritrocitos sem o reagente indutor de
hemolise e protege os eritrécitos contra hemolise oxidativa nos periodos de 60

e 120 minutos, apos incubacao com AAPH.
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