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RESUMO. As abelhas nativas conhecidas popularmente como abelhas sem ferrdo pertencem
a familia Apidae e se dividem em trés géneros diferentes Melipona, Lestrimelitta e Trigona. A
propolis ou geopropolis dessas abelhas vem apresentando resultados bastante interessantes em
relacdo as atividades bioldgicas, porém ainda sao poucos os estudos relacionados a composi¢ao
quimica dessas geoprdpolis. Esse artigo de revisdo tem por finalidade identificar, descrever e
analisar artigos cientificos encontrados na literatura sobre a composi¢do quimica dos extratos
de geopropolis da espécie de abelha Melipona quadrifasciata e sua atividade antimicrobiana e
antioxidante comparando os métodos utilizados pelos autores e os resultados encontrados. A
revisdo confirmou que varios estudos mostraram que a geopropolis de M. quadrifasciata
apresentou potencial para acdo antimicrobiana, antifingica e antioxidante, além da
identificacdo de alguns compostos presentes em amostras.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo, atividade antimicrobiana, perfil quimico, atividade
antioxidante.

ABSTRACT. Native bees popularly known as stingless bees belong to the Apidae family and
are divided into three different genera Melipona, Lestrimelitta and Trigona. The propolis or
geopropolis of these bees has been presenting very interesting results in relation to biological
activities, but there are still few studies related to the chemical composition of these
geopropolis. This review article aims to identify, describe and analyze scientific articles found
in the literature on the chemical composition of geopropolis extracts of the bee species
Melipona quadrifasciata and their antimicrobial and antioxidant activity by comparing the
methods used by the authors and the results found. The review confirmed that several studies
showed that M. quadrifasciata geopropolis showed potential for antimicrobial, antifungal and
antioxidant action, as well as the identification of some compounds present in samples.

Keywords: Stingless bees, chemical composition, antimicrobial activity, chemical profile,
antioxidante activity.

INTRODUCAO

As abelhas nativas também conhecidas popularmente como abelhas sem ferrdo
pertencem a familia Apidae que se divide em trés géneros diferentes Melipona, Lestrimelitta e
Trigona. Tais abelhas séo identificadas pelo ferrdo atrofiado, asas geralmente pequenas e
ninhos com caracteristicas distintas o que diferenciam as espécies (Nogueira-Neto, 1997,
Nates-Parra, 2001; Venturieri, 2008). Em geral os ninhos sdo construidos em partes ocas de
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arvores utilizando cera, resina vegetal e terra, estes compostos juntos formam uma prépolis
diferenciada, denominada geopropolis (Nogueira-Neto, 1997). As abelhas utilizam esta
geopropolis para cobrir o ninho internamente vedando pequenas fendas, e em alguns momentos
é empregada na defesa da colmeia (Nogueira-Neto, 1997; Venturieri, 2008). A composi¢édo
quimica, qualidade e quantidade de geoprdpolis ou prépolis, sdo dependentes de alguns fatores
tais como, localizacdo geogréafica, bioma pertencente, espécie, plantas visitadas, variacdo
sazonal e época de coleta, consequentemente esta composicdo influencia diretamente na
atividade bioldgica (Nogueira-Neto, 1997; Bankova et al., 1998; Castro et al., 2007; Liberio et
al., 2011, Cardozo et al., 2015).

As abelhas nativas sao responsaveis por até 90 % da polinizacéo das arvores, sendo que
de 30 a 80 % de uma floresta é polinizada por uma ou mais espécies da subfamilia Meliponinae
(Kerr; Carvalho; Nascimento, 1996; Kerr et al., 2001). Além disso essas abelhas contribuem
bastante para 0 sucesso de muitas culturas agricolas (Cardozo et al., 2015).

A espécie Melipona quadrifasciata popularmente conhecida como Mandacaia distribui-
se entre a Mata Atléantica e Cerrado, desde o estado Rio Grande do Sul & Bahia, passando por
Sdo  Paulo, Minas Gerais e  Goias (Batalha-Filho et al.,  2009).

Apesar de poucos estudos e conhecimento sobre a geoprépolis da espécie, pesquisas
mostram informacdes relevantes sobre as caracteristicas do material. Andlises realizadas por
Barth (2006) apresentam as propriedades fisicas e quimicas da geopropolis, como a coloragéo
vermelha acastanhada por conta da presenca de barro, a consisténcia arenosa e o odor suave.
Estudos sobre a atividade antimicrobiana mostram um grande potencial da geoprdpolis frente
a bactérias Gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, e Gram-positivas
Micrococcus luteus e Staphylococcus aureus (Velikova et al., 2000a; Farnesi, 2007; Manrique;
Santana, 2008; De Lima, 2015).

Sobre a composicéo quimica, Bankova et al. (1998a) identificaram a presenca de acidos
de cadeia curta e longa, diterpenos, triterpenos e auséncia de flavondides, enquanto Velikova
et al. (2000a) identificaram a presenca de derivados do acido benzoico, bem como o acido
galico e &cido caurendico. Estes trabalhos revelam a necessidade de novas pesquisas que
identifiguem ou aprofundem sobre as atividades bioldgicas e composicdo quimica da
geoprépolis de M. quadrifasciata.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar, descrever e analisar
artigos cientificos encontrados na literatura sobre a composicdo quimica dos extratos de
geopropolis da espécie Melipona quadrifasciata e sua atividade antimicrobiana e antioxidante
comparando os métodos utilizados pelos autores e os resultados encontrados.

METODOLOGIA

Este € um estudo de revisdo desenvolvido com producdo cientifica indexada nas
seguintes bases eletronicas de dados: CAPES, MEDLINE, PUBMED, BIREME, SCIELO e
BVS que enfocam as atividades bioldgicas e composi¢do quimica da geoprépolis de M.
quadrifasciata.

A revisdo responde aos métodos utilizados para avaliar as atividades antimicrobiana,
antioxidante e composi¢do quimica dos extratos de geopropolis da espécie M. quadrifasciata e
0s resultados encontrados pelos autores.

Diante deste contexto foram selecionados e avaliados 0s poucos artigos encontrados que
apresentam estudos com a geoprépolis, uma vez que a maioria dos estudos relacionados com a
espeécie envolvem a fisiologia, ecologia e variabilidades genéticas. Foram selecionados um total
de 32 artigos, cujo recorte temporal abrangeu o periodo compreendido entre 1997 a 2017.
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Apos o levantamento, procedeu-se a analise dos dados, que foram caracterizados de
acordo com os testes realizados, métodos e resultados encontrados.

Outros critérios utilizados foram a sele¢do dos artigos a partir da anélise dos resumos,
sendo incluidos os que continham os descritores propolis e Melipona quadrifasciata, e a
insercdo dos artigos em roteiro preestabelecido pelas autoras contendo questdes referentes a
fonte, palavra-chave, area de conhecimento, data de publicacdo e modalidade do artigo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Metodologias utilizadas para o preparo do extrato de geopropolis

Alguns autores dentre os artigos selecionados, utilizaram amostras de geopropolis de
Melipona quadrifasciata coletadas em Prudentopolis no estado do Parana, Brasil (Cardozo et
al., 2015; Kujumgiev et al., 1998; Velikova et al., 2000b). Os autores realizaram estudos sobre
as atividades bioldgicas e analises de composicao quimica dos extratos etandlicos e metanolicos
de geoprépolis de M. quadrifasciata (Cardozo et al., 2015; Manrique; Santana, 2008;
Kujumgiev et al., 1998; Velikova et al., 2000b; Farnesi et al., 2009; Bonamigo et al., 2017;
Santos et al., 2017). Para a producdo dos extratos foram desenvolvidas e utilizadas diferentes
metodologias.

Kujumgiev et al. (1998) prepararam os extratos por meio da trituracdo da prépolis bruta
em pequenos pedacos e colocados em contato com etanol 70 % na proporcdo de (1:10 m:v)
durante 24 h. Apos o periodo de extracdo, o etanol foi evaporado a vacuo até a secagem. As
amostras de M. quadrifasciata obtiveram rendimentos de 20 % (Kujumgiev et al., 1998).

Velikova et al. (2000b) estudaram a presenca de atividade antibacteriana do extrato total
de geopropolis M. quadrifasciata e de 3 componentes isolados frente a dois tipos de bactérias.
Foi produzido um extrato metandlico de prépolis na proporcao de (1:10 m:v) obtendo-se um
rendimento de 18,5 % (Velikova et al., 2000Db).

Cardozo et al. (2015) estudaram amostras de trés espécies de abelhas nativas, dentre
elas a M. quadrifasciata (Mandacaia). O trabalho teve por objetivo estudar a composicao
guimica qualitativa e quantitativa, os teores de fendis totais, teores de flavonoides e a atividade
antirradicalar da geopropolis de cada espécie (Cardozo et al., 2015). Foram coletadas ao longo
de um ano 16 amostras de geopropolis e na sequéncia realizado o preparo dos extratos. A
obtencdo do extrato se deu a partir de 5 g da amostra bruta triturada em forma de p6 e macerada
exaustivamente em contato com etanol P.A incubado a 160 rpm durante 24 h em temperatura
ambiente. Para obtencdo do extrato seco se fez necesséria a filtracdo em pressao reduzida e
secagem do etanol a vacuo (Cardozo et al., 2015).

Farnesi et al., (2009) utilizaram amostras coletadas no Estado de S&o Paulo. Os extratos
foram preparados utilizando 30 g de prépolis em 100 ml de etanol 70 % durante 20 dias em
temperatura ambiente e agitando uma vez por dia. Apos esse periodo o contetdo foi filtrado e
o0 solvente foi evaporado a 50 °C (Farnesi et al., 2009).

No estudo realizado por Bonamigo et al. (2017) as amostras da geopropolis de M.
quadrifasciata foram obtidas do Estado de Mato Grosso do Sul, na regido Centro-Oeste, Brasil.
Para a preparacdo dos extratos os autores acrescentaram 1 g de propolis bruta em 4,5 ml de
etanol a 80 %. Na sequéncia o contetdo foi incubado em banho-maria a 70 °C até a dissolug&o.
O conteudo foi entdo filtrado e armazenado em temperatura de 20 °C (Bonamigo et al., 2017).

Santos et al. (2017) também obtiveram amostras de geoprépolis de M. quadrifasciata
do estado do Mato Grosso do Sul, regido Centro-Oeste do Brasil. Os autores avaliaram as
atividades biologicas e composi¢do quimica dos extratos hidroetandlicos de geopropolis. O
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extrato foi preparado a partir da pesagem de 80 g de geoprdpolis e na sequéncia adicionou-se
240 ml de etanol a 70 %. A mistura foi agitada em 165 rpm durante 24 h. Apds o periodo
transcorrido o extrato foi concentrado por rotaevaporacgéo e liofilizado para a producdo do
extrato seco (Santos et al., 2017).

Manrique e Santana (2008) realizaram estudos com geopropolis de Melipona
quadrifasciata provenientes da cidade de Ribeirdo Preto — SP, cedidas pela Universidade de
Séo Paulo. Os autores avaliaram o contetdo de flavonoides, a atividade antioxidante e a
atividade antibacteriana

Os extratos etanolicos de propolis foram obtidos seguindo a metodologia descrita por
Park et al. (1998). Tal metodologia baseia-se na trituracdo de 2 g de propolis e na sequéncia
transferéncia do contetido para tubos de ensaio. Em seguida, adiciona-se 25 ml de etanol a 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 95 %, respectivamente em cada tudo. A extracdo € realizada a
70 °C em banho de &gua termostatizado por 30 minutos, sob agitacdo constante. Apos a
extracdo, as amostras sdo centrifugadas a 8.800 x g por 10 minutos a 20 °C. Os sobrenadantes
obtidos s&o armazenados em tubos de ensaio com tampa de rosca e na sequéncia armazenados
em refrigerador (Manrique; Santana, 2008).

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada por varios autores utilizando diferentes
metodologias conforme mostrado no Quadro 1 (Manrique; Santana, 2008; Kujumgiev et al.,
1998; Velikova et al., 2000b; Farnesi et al., 2009). Os extratos foram testados mediante as
seguintes bactérias: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Micrococcus luteus, (Manrique; Santana, 2008; Kujumgiev et al.,
1998; Velikova et al., 2000b; Farnesi et al., 2009), ja a atividade antifingica foi avaliada
utilizando Candida albicans e Cryptococcus neoformans (Manrique; Santana, 2008).

Quadro 1: Atividades antibacteriana descritas em geoprépolis de Mandacaia segundo a
literatura.

Atividade Local de
Bactérias Tipo de extrato | apresentada pelo Método N
- coleta da p Referéncia
Testadas utilizado extrato de M. analitico
. . amostra
quadrifasciata
Staphylococcus Extrato Atividade contra | Prudent6polis . . .
aureus 209 e . ) s Método de Kujumgiev et
o . | hidroetandlico de | os dois tipos de no Estado do e~ .
Escherichia coli L L . .| difusdo em éagar al., 1998
WE geopropolis bactérias Parana, Brasil
Staphylococcus Extrato Atividade contra | Prudentdpolis ) .
Py o L P Método de Velikova et al.,
aureus 209 e metanolico de os dois tipos de | no Estado do o p
-~ . P (o . .| difuséo em agar 2000b
Escherichia coli geopropolis bactérias Parand, Brasil
Pseudomonas -
. Inibiu o .
aeruginosa, . Cromatografia
; crescimento de .
Micrococcus Extrato x em camada fina .
. . Staphylococcus | Estado de Séo . . Farnesi et al.,
luteus, hidroetandlico de e bioautografia -
. aureus e Paulo p 2009
Staphylococcus geopropolis Método de
Pseudomonas e )
aureus e . difusdo em é&gar
Y . aeruginosa
Escherichia coli
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Cont. Quadro 1: Atividades antibacteriana descritas em geoprdpolis de Mandacaia segundo a

literatura.
Staphylococcus
aureus ATCC Inibiu o Ribeirio Preto
25923 ¢ Extrato etanolico [ crescimento de X Método de Manrique &
] o - Estado Sédo o )
Micrococcus de geoprépolis ambas bactérias .. | difusdo emagar | Santana, 2008
Paulo, Brasil
luteus ATCC testadas
9341
Bactérias
isoladas de
.flu,| d.OS Mostrou atividade .
biologicos Método de
contra todos 0s Mato Grosso R,
Staphylococcus Extrato . o . diluicdo em
. 1 tipos de bactérias | do Sul, regido Santos et al.,
aureus, hidroetanolico de incluindo as cepas | Centro-Oeste caldo - 2017
Enterococcus geoprépolis . P : Microdiluicéo e
. resistentes a do Brasil
faecalis, - . CIM
antimicrobianos
Pseudomonas a
eruginosas e
Escherichia coli

Kujumgiev et al. (1998) avaliaram a atividade antibacteriana frente a dois tipos de
bactérias (Staphylococcus aureus 209 e Escherichia coli WF). O método utilizado baseia-se na
formacdo de zonas inibitdrias na camada de &gar apds 72 h de incubacédo a 37 °C. A atividade
se da pela formacdo de uma zona inibitoria, onde um diametro inferior a 5 mm corresponde a
falta de atividade. No &gar emprega-se 0,4 mg de extrato de cada amostra. O teste com 0
solvente se faz necessario para mostrar que nao existe nenhuma atividade do mesmo. Os autores
utilizaram o microrganismo Candida albicans 562 para avaliar a atividade antifingica. Tal
atividade é determinada pelo tamanho do diametro da zona inibitoria formada, onde o diametro
inferior a 10 mm corresponde a falta de atividade. Para a execucéo do teste utiliza-se 0,5 mg de
extrato. Importante ressaltar a realizagdo de testes com o solvente para mostrar que ndo possuem
nenhuma atividade (Kujumgiev et al., 1998).

O extrato de geopropolis de Melipona quadrifasciata mostrou uma atividade
antibacteriana expressiva (diametro da zona inibitéria igual a 11,2 mm) e atividade antifngica
(didmetro na zona inibitoria igual a 16,2 mm) (Kujumgiev et al., 1998).

A metodologia empregada para avaliar a atividade antibacteriana por Velikova et al.
(2000b) foi a mesma utilizada por Kujumgiev et al. (1998). Os autores estudaram a presenca de
atividade antibacteriana do extrato total de geoprdpolis M. quadrifasciata e de 3 componentes
isolados frente a dois tipos de bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Velikova et
al., 2000b). O estudo revelou que o acido caurendico isolado obteve uma atividade significativa
frente a espécie Staphylococcus aureus. Tal atividade foi de mesma grandeza quando
comparada ao extrato total. Os outros dois componentes isolados ndo apresentaram nenhuma
atividade antibacteriana. Apenas o extrato total obteve atividade significativa frente as duas
especies de bactéria, fato que confirmou mais uma vez que nenhum componente isolado tem
maior atividade do que o extrato total (Velikova et al., 2000b).

Farnesi et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos por
cromatografia em camada fina e bioautografia. As placas de cromatografia em camada fina
contendo silica gel receberam 8 ul das solucGes de prépolis (contendo 500 mg de extrato de
propolis). Os autores utilizaram trés fases moveis, duas baseadas em Moreno et al. (2000). A
fase mdvel foi hexano / acetato de etilo / &cido acético (60:40:1 v:v). As placas foram
visualizadas utilizando vanilina sulfarica (Farnesi et al., 2009).
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A bioautografia foi realizada depois de arejar as placas por mais de 8 h. As placas foram
cobertas com 20 ml de solucdo salina estéril, agar antibiotico, inoculadas com suspensdes
salinas de Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli e incubadas durante 24 h a 37 °C. As zonas de inibicdo foram visualizadas como areas
claras contra um fundo vermelho.

As cepas utilizadas para o teste de suscetibilidade foram obtidas a partir de culturas de
24 h e suspensas em solucédo salina estéril para obter concentragfes de aproximadamente 10:
UFC/ml, por comparagdo com o tubo de McFarland (Farnesi et al., 2009).

Os testes de difusdo em placas utilizando discos de papéis (impregnados com as
amostras) foram realizados utilizando 20 ml do meio de cultura Muller-Hinton estéril em placas
de Petri onde, na superficie das mesmas, inoculou-se a suspensdo salina de bactérias e na
sequéncia foram deixadas secar. As placas foram incubadas a 37 °C e observadas ap06s 24 h,
medindo zonas de inibicdo claras ao redor dos discos (Farnesi et al., 2009).

Farnesi et al., (2009) concluiram em seu estudo que os extratos de propolis de M.
quadrifasciata apresentam substancias inibitérias com alta e média polaridade. A bioautografia
mostrou que a prépolis de M. quadrifasciata inibiu o crescimento de S. aureus na regido que
contém os componentes com alta e média polaridade. Os autores ainda revelam que a prépolis
de M. quadrifasciata obteve melhor atividade antibacteriana contra P. aeruginosa quando
comparada com a propolis verde e a prépolis de Scaptotrigona sp. Estes resultados mostraram
que as resinas constituintes da propolis possuem um grande potencial para medicina humana e
veterinaria (Farnesi et al., 2009).

Manrique e Santana (2008) avaliaram a atividade antibacteriana dos extratos de
geopropolis frente a bactérias Gram-positivas, para isso utilizou-se placas de Petri com éagar
Mueller-Hinton com suspensdes de 108 a 10° de Micrococcus luteus ATCC 9341 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e adicionaram neste meio disco de papéis com 5 mm de
diametro com diferentes concentracfes dos extratos etanolicos de propolis. Como controle 0s
autores utilizaram alcool etilico 70 %. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h. A
presenca de halos de inibicdo indica sensibilidade das bactérias em relacdo aos extratos e a
auséncia de halos indica resisténcia das bactérias frente aos extratos. Todos 0s extratos
etanolicos de geoprépolis de M. quadrifasciata estudados por Manrique e Santana (2008)
apresentaram inibicdo do crescimento microbiano, tanto para M. luteus quanto para S. aureus.

Santos et al. (2017) utilizaram microorganismos isolados a partir de fluidos bioldgicos
coletados em um Centro Hospitalar e foram identificados no Laboratério de Microbiologia da
Escola de Ensino Superior de Braganca (Escola Superior Agraria de Braganca (ESA). Foram
testadas a atividade antibacteriana contra as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e bactérias Gram-negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
Ja a atividade antifungica foi avaliada contra as leveduras Candida albicans e Cryptococcus
neoformans.

Antes do procedimento os microorganismos isolados foram mantidos em agar Muller-
Hinton contendo 20 % de glicerol a -70 °C. O indculo para o ensaio foi preparado pela diluigdo
de uma massa celular em cloreto de sodio a 0,85 % e em seguida comparado a escala 0,5 de
McFarland sendo confirmada por espectrofotometria a 580 e 640 nm para bactérias e leveduras
respectivamente. O extrato de levedura foi utilizado em microplacas (96 pocos). O extrato
hidroetanolico foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) e transferido para o primeiro pogo da
placa, na sequéncia as diluigdes em série foram realizadas. O indculo foi adicionado a todos 0s
pogos e as placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h para bactérias e durante 48 h para
leveduras. Como controle positivo os autores utilizaram o antibiotico gentamicina e o
antifangico anfotericina B. Além disso, o DMSO foi utilizado sozinho como controle de
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solvente em meio inoculado. A atividade antimicrobiana foi detectada pela adicéo de 20 ul de
solucéo de cloreto de 2,3,5-trifenil-2H-tetrazélio (TTC) (5 mg/ml). A concentracdo inibitoria
minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo de extrato hidroetandlico de
geopropolis que inibiu o crescimento visivel dos microrganismos, como indicado pela
coloracdo TTC de células vivas (Santos et al., 2017).

De acordo com Santos et al. (2017) o extrato hidroetan6lico mostrou atividade contra
todos o0s microrganismos testados incluindo as cepas resistentes a medicamentos
antimicrobianos. As bactérias Gram-positivas foram mais sensiveis ao extrato quando
comparadas com as Gram-negativas, sendo a Staphylococcus aureus a mais sensivel
apresentando uma concentracdo inibitoria minima (CIM) de 5,16 £ 0,22 mg/ml. O extrato
também apresentou atividade antifangica contra todas as leveduras testadas, incluindo as cepas
de referéncia de origem hospitalar.

Avaliacdo da atividade antioxidante

Alguns autores avaliaram a atividade antirradicalar dos extratos por um método
espectrométrico utilizando como fonte radicalar o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). O
método baseia-se na reacdo do DPPH com os antioxidantes presentes nos extratos de
geopropolis (Cardozo et al., 2015; Bonamigo et al., 2017). O método DPPH se d& por uma série
de dilui¢bes diferentes obtendo-se concentracdes distintas, de modo a formar um grande
espectro de concentracdes da amostra (Cardozo et al., 2015; Bonamigo et al., 2017).

Bonamigo et al. (2017) utilizaram 1,8 ml de solucdo de DPPH (DPPH 0,11 mM em
etanol a 80 %) com 0,2 ml do extrato etanolico de M. quadrifasciata (1-300 ug/ml), seguido de
homogeneizacdo. Apds 30 minutos, a quantificacdo dos radicais DPPH restantes foram
registradas utilizando a absorbancia ajustada em 517 nm. O &cido ascérbico e o hidroxitolueno
butilado (BHT) foram utilizados como antioxidantes de referéncia. Os testes foram realizados
em duplicata. Os autores constataram que a concentra¢do necessaria do extrato etanélico de
geopropolis para inibir 50 % do radical DPPH foi de 60,91 pug/ml, enquanto a concentragéo de
inibigdo maxima (97,47 %) foi de 300 pg/ml, ou seja o extrato apresentou atividade antioxidante
(Bonamigo et al., 2017).

Cardozo et al. (2015) prepararam uma solugéo estoque a partir da pesagem do DPPH
(massa molar = 394,32 g/mol) e diluiram em metanol obtendo uma concentracdo final de 1,6
x 107 mol/L. Na sequéncia foram realizadas diluicGes para o preparo da solugdo de trabalho na
concentracio de 9 x 10° mol/L. Para a amostra de geoprdpolis foi preparada uma solucdo em
etanol P.A na concentracdo de 1.000 pug/ml. As diluicdes foram preparadas diretamente nas
cubetas utilizando um volume fixo de solucdo de trabalho (2,5 ml) e volumes variados da
solucdo de geopropolis. Foi adicionado metanol em todas as cubetas a fim de obter um volume
final de 3 ml. Foi utilizado como controle positivo a quercetina.

O estudo constatou atividade antioxidante em trés amostras de M. quadrifasciata dentre
as cinco testadas. A amostra de concentragéo igual 21,70 pg/ml apresentou melhor atividade
diminuindo em 50 % a absorbancia inicial do radical de DPPH (Cardozo et al., 2015). (Quadro
2).

Bonamigo et al. (2017) além do método DPPH utilizaram também o ABTS para avaliar
a atividade antioxidante dos extratos de geopréopolis. O método baseia-se na captura do radical
ABTS (2,2’- azinobis (3 - etilbenzotiazolina - 6 - &cido sulfénico)) por agentes antioxidantes
presentes na amostra por reagdes quimicas, eletroquimicas ou enzimaticas.
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Quadro 2: Atividades antioxidante de geoprépolis de M. quadrifasciata segundo a literatura.

Atividade
apresentada pelo | Controle positivo Tioo de extrato | Local de coleta da
extrato de M. utilizado CEso po €€ Referéncia
e utilizado amostra
quadrifasciata (ng/mL)
CEso (ng/mL)
21,70 Quercetina 1,77 | EXtrato etandlicode | - Prudentopolis - | . 0 ot a1 2015
geopropolis Parand, Brasil.
Extrato Mato Grosso do Bonamido et al
60,91 BHT 22,84 hidroetanélico de | Sul, regido Centro- g B
A . 2017
geopropolis Oeste do Brasil
Extrato Mato Grosso do
28,9 BHT 16,9 hidroetandlico de | Sul, regido Centro- | Santos et al., 2017
geopropolis Oeste do Brasil

Método utilizado DPPH.

Para a realizacdo do teste se faz necessario o preparo de uma solucdo estoque de ABTS
na concentracdo de 7 mM, pela pesagem de 192 mg de ABTS e 50 ml de agua destilada. Na
sequéncia prepara-se a solucdo de persulfato de potassio utilizando 378,4 mg do mesmo e 10
ml de &gua destilada. Feito isso realiza-se o preparo do radical ABTS - utilizando 5 ml da
solucéo estoque e 88 ul da solucéo de persulfato de potassio. Este radical € mantido em descanso
ao abrigo de luz durante 16 h. Apds o periodo dilui-se 1 ml desta mistura em alcool etilico até
obter uma absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm. Adiciona-se 20 ul do extrato etandlico
de geopropolis (1-300 pg/ml) em 1.980 ul de ABTS -, em seguida deve ser feita a
homogeneizacao e leitura em espectrofotbmetro a 734 nm (Bonamigo et al., 2017). Santos et
al. (2017) utilizaram o mesmo método do ABTS, porém ele solubilizou 20 pl do extrato
hidroetanolico de geopropolis em etanol 80 % (0,1-200 pug/ml) e em seguida adicionou em
1.980 pul de ABTS-.

Bonamigo et al. (2017) constataram uma concentragdo de 13,35 pg/ml do extrato de
geopropolis M. quadrifasciata para inibir 50 % do radical ABTS e uma concentracdo de 100
pg/ml para inibicdo maxima (99,31 %), enquanto que Santos et al., (2017) obtiveram uma
inibigdo de 50 % do radical ABTS utilizando uma concentragdo de 9,5 pg/ml do extrato
hidroetandlico. Essa concentracdo foi bem semelhante a apresentada pelo antioxidante BHT
(ICs0 = 8,1ug/ml) (Santos et al., 2017). (Quadro 3).

Santos et al. (2017) também avaliaram a atividade antioxidante pela captura do radical
DPPH. O procedimento foi realizado pela solubilizacdo de 200 ul do extrato hidroetanélico de
geopropolis em etanol 80 % obtendo-se concentragdes que variaram de 0,1 a 200 pl/ml, em
seguida misturou-se com 1.800 ul de solugcdo DPPH (0,11 mM). A mistura foi homogeneizada
e incubada em temperatura ambiente e ao abrigo de luz durante 30 minutos. Apds o periodo de
repouso foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 517 nm. Foram utilizados
como controles positivos 0 acido ascorbico e o hidroxitolueno butilado (BHT). Os autores
constataram que a concentragdo necessaria do extrato hidroetanolico de geopropolis para inibir
50 % do radical DPPH foi de 28,9 ng/ml enquanto o BHT obteve uma concentracao de 16,9
ug/ml (Santos et al., 2017).
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Quadro 3: Atividades antioxidante de geoprdpolis de M. quadrifasciata segundo literatura.

Atividade
apresentada pelo | Controle positivo Tipo de extrato Local de coleta da
extrato de M. utilizado CEso - Referéncia
o utilizado amostra
quadrifasciata (ng/mL)
CEso (ng/mL)
21,70 Quercetina 1,77 | EXtrato etanolicode | Prudentopolis - | ) ot a1 2015
geopropolis Parana, Brasil.
Extrato Mato Grosso do Sul, Bonamigo et al
60,91 BHT 22,84 hidroetanélico de | regido Centro-Oeste 2017 N
geopropolis do Brasil
Extrato Mato Grosso do Sul,
28,9 BHT 16,9 hidroetandlico de | regido Centro-Oeste | Santos et al., 2017
geopropolis do Brasil

Meétodo utilizado ABTS.

Manrique e Santana, (2008) avaliaram a atividade antioxidante por um método no qual
é adicionado em um béquer 2 ml do extrato etandlico de propolis e 48 ml de agua destilada, em
seguida realizada a agitacdo. Feito isto adiciona-se imediatamente 0,5 ml do extrato diluido +
1,5 ml de &gua destilada + 1 ml de &cido cloridrico a 20 % em um tubo de ensaio e em seguida
submete o tudo a uma temperatura de 18 a 20 °C durante 2 minutos. Depois adiciona-se 50 pl
de permanganato de potassio 0,1 N e avalia-se o tempo de mudanca da coloracdo, de rosa para
transparente, com o auxilio de um crondmetro. O limite méximo de tolerancia permitido para
uma propolis de qualidade é de 22 segundos.

Dentre as espécies de abelhas sem ferrdo estudadas por Manrique e Santana (2008) a
geoprépolis da M. quadrifasciata apresentou maior atividade antioxidante com valores de 2,5
segundos para as amostras dos meses de janeiro e mar¢o de 2003. Park e Alencar (2000)
relacionam em seu trabalho a atividade antioxidante com o teor de flavonoides, ou seja, quanto
maior o teor de flavonoides mais rapida a atividade antioxidante. Porém Salamanca et al. (2007)
relatam que a atividade antioxidante pode estar relacionada com os diferentes compostos
presentes nos extratos etanodlicos de propolis que ndo necessariamente sao flavonoides.

Avaliacdo da composicdo quimica

Os autores avaliaram a composicdo quimica dos extratos de geopropolis de M.
quadrifasciata por métodos espectrométricos para determinacdo da concentracdo de compostos
fenolicos e flavonoides e analises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (UPLC-MS/MS) e ESI-MS para identificar os compostos presentes nesses extratos,
conforme apresentado no Quadro 4 (Cardozo et al., 2015; Manrique e Santana, 2008; Bonamigo
etal., 2017; Santos et al., 2017).

Os teores de fendis totais e flavonoides foram avaliados por Cardozo et al. (2015) por
medidas espectrométricas UV-Vis realizando uma varredura de 210 nm a 600 nm. Para realizar
o procedimento se fez necessario a construcao de curvas analiticas por meio de solucGes padréo.
Utilizou-se solugdes padrao de acido galico em metanol com concentrac@es que variaram de 3
a 28 ug/ml na quantificagdo de fendis totais e solucBes padréo de quercetina em metanol com
concentragdes entre 0,5 a 40 pug/ml na determinagdo do teor de flavonoides. Para ambos 0s
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teores foram utilizados seis niveis de concentrac@es conhecidas para a constru¢do da curva
sendo cada ponto em duplicata.

Quadro 4: Composicdo quimica dos extratos de geopropolis de M. quadrifasciata segundo a
literatura.

Local de coleta da

Autores Tipo de extrato utilizado HPLC-DAD-MS/MS
amostra
Cardozo et al., 2015 Extrato etqnoll_co de Prudentopoll§ - Parang, ) Amdo galAlc_o
geopropolis Brasil. Acidos terpénicos

Mato Grosso do Sul,
regido Centro-Oeste do
Brasil

Extrato hidroetanolico de
geopropolis

Diterpenos

Santos et al., 2017 .
Triterpenos

Acido vanilico
Acido cafeico
Vanilina
Acido p-cumérico
Acido fertlico
Acido benzoéico
Quercetina
Luteolina
Acido cindmico
Apigenina

Mato Grosso do Sul,
regido Centro-Oeste do
Brasil

Extrato hidroetanélico de

Bonamigo et al., 2017 L
geopropolis

Método: HPLC-DAD-MS/MS.

As solugdes em etanol dos extratos das amostras de geopropolis foram preparadas na
contracdo de 1.000 pug/ml. O procedimento para a determinagdo de compostos fendlicos se deu
pelo uso de um baldo volumétrico de 5 ml onde foi adicionado 0,5 ml de solugdo tampéo de
carbonato/tartarato, 0,1 ml de cada solucdo padrdo e 0,5 ml do reagente de Folin-Ciocalteu, na
sequéncia o volume do balédo foi ajustado com agua destilada. Ap6s 30 minutos foi realizada a
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 760 nm (Cardozo et al., 2015).

Ja para a avaliacdo de flavondides o procedimento utilizado se deu pelo uso de um baldo
volumétrico de 5 ml onde foi adicionado 0,5 ml de cada solu¢éo padrdo com 0,25 ml da solucéo
de cloreto de aluminio di-hidratado 5 % (m:v) em metanol. Ap6s 30 minutos foi realizada a
leitura da absorbancia em 425 nm.

Para cada amostra de extrato de geoprépolis foram realizados os mesmos procedimentos
descritos para as solucBes padrdo na determinacdo espectrométrica de fenois e flavonoides
(Cardozo et al., 2015). Cardozo et al. (2015) constataram nos extratos de geopropolis de M.
guadrifasciata teores de compostos fenolicos que variaram de 0,29 % a 1,11 % e teores de
flavondides que variaram de 0,24 % a 1,73 %.

Santos et al., (2017) realizaram a avaliacdo dos compostos fendlicos e flavonoides dos
extratos de geoprépolis por um método semelhante ao utilizado por Cardozo et al., (2015), no
qual o extrato testado também foi preparado na concentracdo de 1.000 pg/ml, porém na
construcdo da curva de calibracdo foram utilizadas concentracdes dos padrdes acido galico e
quercetina com variagdes de 0,4 pg/ml a 11 pg/ml (Santos et al., 2017).

O procedimento para a determinacdo de compostos fendlicos foi realizado pela mistura
de 0,5 ml do extrato de geopropolis de M. quadrifasciata com 2,5 ml do reagente de Folin-
Ciocalteu e 2 ml de solucdo de carbonato de sédio. Apds 2 h de descanso da mistura em
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temperatura ambiente e ao abrigo de luz, foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotbmetro a 760 nm (Santos et al., 2017).

Por outro lado, os flavonoides foram analisados pela mistura de 0,5 ml do extrato de
geopropolis com 4,5 ml de solucdo metanodlica de hexahidrato de cloreto de aluminio a 2%.
Apds 30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo de luz, a amostra foi submetida a leitura
de absorbancia em espectrofotdometro a 415 nm (Santos et al., 2017).

Os resultados dos teores de compostos fenolicos e flavondides foram expressos
respectivamente em mg de acido galico por equivalente grama de extrato (mg AGE/g extrato)
e mg de quercetina por equivalente grama de extrato (mg QE/g extrato) (Santos et al., 2017).

A concentracdo total de compostos fendlicos e flavonodides presentes no extrato de
geopropolis de M. quadrifasciata foram respectivamente 118,7 mg AGE/g extrato e 25,4 QE/g
extrato (Santos et al., 2017).

Manrique e Santana (2008) analisaram os contetdos de flavonoides no extrato de
geopropolis de M. quadrifasciata pelo seguinte procedimento: em um baldo volumétrico de 25
ml foram adicionados respectivamente 0,3 e 0,4 ml do extrato etanélico de geoprdpolis, na
sequéncia adicionou 15 ml de metanol P.A, 0,5 ml de cloreto de aluminio a 5% m:v e em
seguida completou-se o volume do baldo com metanol. Posteriormente o conteddo dos balGes
foram agitados e resguardados da luz durante 30 minutos. Em uma cubeta de quartzo foi
transferido 4 ml do conteldo e na sequéncia realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro a 425 nm. Os flavonoides presentes nas amostras reagem com o cloreto de
aluminio e etanol produzindo um complexo amarelo que possui um pico de absorbéncia de luz
a 425 nm.

Os autores constataram um teor de flavonoides baixo nos extratos etandlicos da
geopropolis de M. quadrifasciata onde observou-se uma variacdo de 0,20 a 0,32 % entre 0s
meses de novembro de 2003 a abril de 2004. Esses valores sdo baixos quando comparados com
as abelhas Apis que apresentam valores superiores a 0,75% (Manrique, 2001). Tal diferenca na
concentracdo do teor pode se dar em relacéo a vegetacdo presente nas adjacéncias das coldnias
que proporcionaram as amostras, dado que ha evidéncias de que a composi¢do quimica da
prépolis varia dependendo da flora disponivel préximo a colmeia (Ghisalberti, 1979; Marcucci,
1995).

Bonamigo et al. (2017) avaliaram a composi¢do quimica utilizando 1 mg da amostra
que foi fracionada com hexano e agua na proporcao (1:1 v:v), onde a fracdo soltvel em agua
foi analisada por cromatografia liquida (HPLC). Os extratos foram submetidos a um sistema
analitico de HPLC com um detector de matriz de diodos (DAD) monitorado em A = 200-600
nm. A coluna utilizada foi uma C-18 (25 cm x 4,6 mm; 5 um), com uma pequena pré-coluna
(2,5 cm x 3 mm). Em cada analise, a taxa de fluxo e o volume injetado foram de 1 ml/min e 20
ul, respectivamente. Todas as analises cromatograficas foram realizadas a 22° C. A eluicdo foi
realizada utilizando uma fase maével binaria de agua com 6% de acido acético e 2 mM de acetato
de sodio (eluente A) e acetonitrila (eluente B). Foram aplicados os seguintes gradientes: 5% B
(0 min), 15% B (30 min), 50% B (35 min) e 100% B (45 min) (Bonamigo et al., 2017). Os
autores constataram a presenga dos seguintes compostos: acido vanilico (5,9 mg/g), acido
cafeico (6,2 mg/g), vanilina (5,7 mg/g), acido p-cumarico (6,1 mg/g), acido ferulico (6,1 mg/g),
acido benzdico (6,9 mg/g), quercetina (9,9 mg/g), luteolina (1,3 mg/g), acido cinamico (13,2
mg/g) e apigenina (15,6 mg/g) (Bonamigo et al., 2017).

Cardozo et al. (2015) também utilizaram a analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas para avaliar a composic¢do quimica dos extratos de geoprépolis de M.
quadrifasciata. A analise foi realizada por meio de injecdes de 0,005 ml de solu¢cdo em metanol
do extrato em uma coluna C-18 (50 mm x 2,1 mm; 1,7 um) a 30 °C. Como fase mével utilizou-
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se acetonitrila e 0,1 % de acido formico com vazdo de 0,2 ml/min. A condicéo inicial do
gradiente foi mantida em 95 % de &cido férmico em agua e 5 % de acetonitrila até 9 minutos.
Na sequéncia, realizou-se um gradiente linear em 10 minutos até 100 % de acetonitrila. Foram
encontradas as seguintes substancias nas amostras de geopropolis: acido galico, acidos
terpénicos e baixo teor de flavonoides (Cardozo et al., 2015).

Santos et al. (2017) utilizaram cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas e detector e matriz de diodos monitorado em A = 240-800 nm (HPLC-DAD-MS/MS).
A coluna utilizada foi uma C-18 (150 mm x 2,2 mm; 2,6 um) a 50 °C. A eluicdo foi realizada
utilizando uma fase movel binéria de &gua destilada (eluente A) e acetonitrila (eluente B),
ambos contendo 0,1 % de acido formico. Foram realizados os seguintes gradientes: 5% B (0-8
min), 3-25 % B (8-30 min), 25-80 % B (30-60 min).Pela andlise realizada, os autores
encontraram 0s seguintes compostos: flavonoides, compostos fenolicos, diterpenos e
triterpenos (Santos et al., 2017).

Alguns autores avaliaram em estudos anteriores a composi¢do quimica das amostras de
geopropolis de M. quadrifasciata por meio de GC-MS, (Bankova et al., 1992; Bankova et al.,
1995; Christov et al., 1998) e constataram a presenca de triterpenos e acidos diterpénicos fato
confirmado por Kujumgiev et al., (1998) em seu estudos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos pelos estudos mostraram que a geoprépolis da espécie de abelha
Melipona quadrifasciata apresenta um potencial para atividade antimicrobiana, expressa frente
as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Gram-negativas
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Micrococcus luteus. A atividade antifungica foi
apresentada frente as leveduras Candida albicans e Cryptococcus neoformans. O estudo
também confirmou que o extrato total obtém uma melhor atividade biol6gica quando
comparado com compostos isolados. Além da atividade antimicrobiana 0 mesmo apresentou
um potencial para atividade antioxidante, uma vez que esta mostrou ndo estar relacionada
diretamente com a concentracdo de flavonoides. Essas atividades e a composic¢do quimica da
geoprépolis podem ser influenciadas pela localizacdo geogréafica, bioma que pertencem, plantas
visitadas, época de coleta e a variagdo sazonal. A realizacdo de mais estudos se faz necessario
uma vez que a geopropolis da espécie ainda é pouco estudada.
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