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RESUMO

A propolis especial que é fabricada pelas abelhas sem ferrdo pertencentes a subfamilia
Meliponinae é chamado de geopropolis que apresenta em sua composicdo uma elevada
quantidade de constituintes quimicos, substancias estas responsaveis por diversas atividades
farmacoldgicas como antimicrobiana, antioxidante, antinociceptiva, anti-inflamatéria e
antitumoral. O presente estudo apresentou como objetivo identificar possiveis compostos
existentes, realizar a avaliacdo das atividades antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatdria
do extrato bruto etandlico da geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioides, que foi
coletada na Fazenda - Escola do Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Sul
de Minas Gerais - Campus Inconfidentes, onde os possiveis compostos foram identificados
utilizando-se a metodologia de ESI(-)-MS/MS. As Concentracdes Biocidas Minimas (CBM)
foram determinadas pelo método de microdiluicio em placa de 96 pocos, a avaliacdo
antioxidante fazendo uso do ensaio ORACkF. e a avaliacdo da atividade anti-inflamatdria foi
feita utilizando-se o método da desnaturacdo da albumina do soro bovino. Como resultado,
por meio da ESI(-)-MS/MS foi possivel identificar 4 acidos fendlicos e 1 flavonoide, além do
extrato apresentar atividade antimicrobiana com CBM entre 1,000 e 0,250 mg/ml, atividade
antioxidante com valor 1425 pmol TE/g e uma considerdvel atividade anti-inflamatdria.
Frente a estes significativos resultados, conclui-se que o extrato bruto etandlico da
geoprépolis  de Melipona quadrifasciata anthidioides apresenta compostos fendlicos e
flavonoides, substancias estas possivelmente responsaveis pelas atividade antimicrobiana,

antioxidante e anti-inflamatéria, fato que possibilita futuras prospeccées bioldgicas.

Palavras - chave: Geopropolis, Compostos, Atividade Antimicrobiana, Atividade
Antioxidante, Atividade Anti-inflamatéria, Melipona quadrifasciata anthidioides.



ABSTRACT

The special propolis, which is produced by stingless bees, belongs to the Meliponinae
subfamily is called “Geopropolis” which presents in its compounds a high quantity of
chemical constituents. These substances are responsible for various pharmacological activities
such as antimicrobial, antioxidant, antinociceptive, anti-inflammatory and antitumoral. This
study has presented the aim of identifying possible existent compounds, making an evaluation
of antimicrobial, antioxidant, and anti-inflammatory activities of the ethanolic gross extract of
geopropolis of Melipona quadrifasciata anthidiodes which was collected at the Farm-School
of the Federal Institute of Education, Science and Technology South of Minas Gerais —
Campus Inconfidentes. Possible compounds were identified by applying the methodology of
ESI(-)-MS/MS. The minimum biocidal concentrations (MBC) were determined by the
microdilution method in 96-well plates. The evaluation of antioxidant by applying the essay
ORACkL, and the evaluation of anti-inflammatory activity was carried out by applying the
method of the denaturation of the aloumin in the bovine serum. As a result, through ESI(-)-
MS/MS, it was possible to identify 4 (four) phenolic acids and 1 (one) flavonoid, besides the
extract presents antimicrobial activities with CBM within 1,000 and 0,250 mg/ml, antioxidant
activity with value 1425 umol TE/g and a considerable anti-inflammatory activity. According
to these significant results, it was concluded that the ethanolic gross extract of geoprdpolis of
Melipona quadrifasciata anthidiodes presents flavonoid and phenolic compounds. These
substances are possibly responsible for the antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory

activities; therefore, it makes possible the biological prospections.

Keywords: Geopropolis, Compounds, Antimicrobial Activity, Antioxidant Activity, Anti-
inflammatory Activity, Melipona quadrifasciata anthidioides.
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1. INTRODUCAO

Historicamente pode-se constatar 0 uso de recursos naturais por varias civilizacoes.
Talvez, uma das primeiras formas de uso tenha sido através da ingestdao de folhas e ervas na
busca pela cura e alivio de doencas. A civilizagdo Greco-romana, Chinesa e Egipcia merecem
destaque por utilizarem no controle de praga e na medicina 0s recursos naturais. Atualmente,
na medicina tradicional chinesa, muitas espécies e preparados vegetais medicinais estdo sendo
estudados com o intuito de isolar os principios, assim possibilitando uma maior compreensao
dos mesmos (VIEGAS Jr et al., 2006).

Segundo Malvezzi (2010), a biodiversidade tem uma importancia incontestavel tanto
econdmica, quanto cientifica ou ecoldgica. O uso destes pelo homem vai desde fitoterapicos,
inovacdo na area de cosméticos, suplementos alimentares e farmacos, além de se serem
empregados na alimentacdo, em praticas religiosas, no folclore e na medicina.

Produtos naturais como, por exemplo, as plantas medicinais apresentam uma enorme
importancia devido a sua utilizacdo por boa parte da populacdo como Unica fonte de
tratamento. Além de apresentarem variados constituintes quimicos de estruturas unicas e
complexas, 0 que aumenta o interesse das areas farmacéuticas, pois ha a possibilidade de
producédo de novos farmacos, devido a sua possivel atividade farmacolégica (MATOS, 2011).

Os produtos naturais podem apresentar além da atividade antimicrobiana, atividade
antioxidante, o que fomenta a busca por antioxidantes naturais para serem utilizados como
tratamento de diversas doencas, como por exemplo, 0 cancer, a artrite e as cardiopatias, que
apresentam relacdo com o uso sem distin¢do de antioxidantes sintéticos, que sdo muitas vezes
empregados na industria alimenticia (OLIVEIRA et al., 2011).

As pesquisas envolvendo produtos naturais que tem suas atividades bioldgicas
comprovadas vem sendo cada vez mais estimuladas, devido ao aumento da resisténcia que 0s

microrganismos vem apresentando a grande parte dos farmacos que sdo utilizados para o



tratamento de doencas (PRADO, 2014). Essa crescente busca por produtos naturais,
especialmente 0s vegetais, ¢ fomentada gracas aos efeitos colaterais da medicina
convencional, 0 uso incorreto ou excessivo dos medicamentos sintéticos, entre outros, além
do fato de que a grande parte da populacdo ndo apresenta acesso aos medicamentos (RATES,
2001).

Estima-se que nos paises industrializados cerca de 25% dos medicamentos que séo
registrados e prescritos, apresentam constituintes ativos que sdo derivados de produtos
naturais (NETTO, 2008). Tais pesquisam buscam mostrar alternativas terapéuticas que
apresentem baixo custo e seguranca, e que em alguns casos possam apresentar um valor
agregado cientifico a um produto que era entdo desconhecido, podendo se tornar uma fonte de
cura, prevencdo de doencas, servindo, inclusive de subsisténcia de comunidades carentes que
dependem de sua producgéo (DA CUNHA, 2012).

As abelhas sem ferrdo apresentam um ferrdo atrofiado e s@o reconhecidas pela sua
producdo de mel e pelo papel que desenvolvem na manutencdo do ecossistema, além da
producdo da geopropolis, como é o caso da (mandacaia) Melipona quadrifasciata
anthidioides (Lepeletier, 1836). A geoprdpolis é um tipo especial de propolis, ou cola de
abelha, que é preparado por abelhas pertencentes a subfamilia Meliponinae e a tribo
Meliponini, e que sdo vastamente encontradas na regiao tropical e em areas subtropicais do
mundo. A geoprépolis apresenta uma mistura de resinas vegetais, 0leos essenciais, polen,
ceras e terra (BARTH & PINTO DA LUZ, 2003; CARVALHO-ZILSE & NUNES - SILVA,
2012; CORTOPASSI - LAURINO et al., 2006; KERR, 1987; NOGUEIRA - NETO, 1997).

Se comparado com os elevados numeros de trabalhos desenvolvidos com o objetivo de
estudar as atividades biolégicas da prépolis que é produzida pela Apis mellifera, ha poucos
trabalhos que investiguem as atividades farmacol6gicas da geopropolis. No entanto, a
geopropolis apresenta um potencial promissor para pesquisas futuras, ja que ensaios prévios
demonstraram que esta apresenta atividade antimicrobiana (DA CUNHA et al., 2013,
DUAILIBE et al., 2007; LIBERIO et al., 2011), antioxidante (ALVES DE SOUZA, et al.,
2013), antiproliferativa (DA CUNHA et al., 2013), antinociceptiva (FRANCHIN et al., 2013),
antitumoral (CINEGAGLIA et al., 2013) e anti-inflamatdria (FRANCHIN et al., 2012).

Assim, este estudo teve como objetivo verificar o perfil ESI-MS e avaliar as atividades
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatdria do extrato bruto etandlico da geoprépolis de

Melipona quadrifasciata anthidioides.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 MELIPONINEOS

A ordem dos Hymenoptera compreende além das vespas e formigas, as abelhas que
sdo reunidas na superfamilia Apoidea, que contém aproximadamente 20.000 espécies que
apresentam em sua constituicdo varias familias, porém, a familia Apidea apresenta os habitos
sociais mais avancados, além de possuir quatro subfamilas: Meliponinae, Euglossinae,
Apinae, e dos Bombinae. Por sua vez, os Meliponinae sdo divididos em duas tribos:
Meliponini, que apresenta apenas o género Melipona, e a tribo Trigonini com varios géneros.
Dentro da subfamilia Meliponinae sdo encontrados 52 géneros, tendo um total de
aproximadamente 300 espécies que estdo espalhadas por todo o mundo, desde o Rio Grande
do Sul até o Centro do México além da Africa, Malasia, Indonésia, Australia e India.
(NOGUEIRA - NETO, 1997; KERR et al., 1996).

O género Melipona ocorre em toda a regido neotropical, porém é mais diversificada na
bacia amazodnica, além de possuir o maior nimero de espécies. Os meliponineos, ou também
chamados de meliponideos, sendo esta diferenca apenas uma variacdo de escrita cultural,
apresentam um tamanho mindsculo a médio, porém geralmente sdo abelhas robustas. Todas
suas espécies sdo eussociais, porém, algumas delas roubam alimentos de colénias de outras
espécies para sua sobrevivéncia. Os seus ninhos sdo construidos, em geral, em cavidades ja
existentes, como ninhos de cupins ou formigas que foram abandonados, ocos de arvores, entre
outros, entretanto, ha também espécies que constroem ninhos que sdo mais expostos
(SILVEIRA et al., 2002). A Tabela 1 sugere espécies que estdo adaptadas a cada microrregido

do pais.
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Tabela 1 - Espécies adaptadas a cada microrregido do pais.

Regido

Espécie Sugerida

Rio Grande do Sul

Melipona quadrifasciata, Scaptotrigona sp

Santa Catarina

M. quadrifasciata, M. marginata,
Scaptotrigona,Mourella

Parana

M. quadrifasciata, M. bicolor,
Cephalotrigona,Scaptotrigona,

Tetragonisca jati

Sao Paulo e Rio de Janeiro

M. quadrifasciata, M. bicolor,
Cephalotrigona,Scaptotrigona,
Tetragonisca jati e M.

rufiventris

Minas Gerais (Triangulo e Sul)

M. quadrifasciata, M. bicolor,
Cephalotrigona,Scaptotrigona,
Tetragonisca jati e M.

rufiventris

Espirito Santo

M. capixaba,M. quadrifasciata,
M. marginata, M. rufiventris

Mato Grosso do Sul

Melipona favosa, M. marginata

Rondénia

Melipona seminigra

Mato Grosso

M. seminigra,M. rufiventris

Bahia, Pernambuco,

Sergipe, Alagoas, Paraiba

M. scutellaris, M. marginata, M.

asilvae, Scaptotrigona

Paraiba, Rio Grande

do Norte, Ceara

Melipona subnitida

Piaui, Maranhao

M. compressipes, M. subnitida,

Scaptotrigona

Para M. seminigra, M. melanoventer,
M. amazonica
Amazonas M. seminigra, M. crinita, M.

rufiventris

Fonte: (KERR et al., 1996)
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A espécie Melipona quadrifasciata Lepeletier, popularmente conhecida como
mandacaia, apresenta duas subespécies: a Melipona quadrifasciata anthidioides Lepeletier e a
Melipona quadrifasciata quadrifasciata Lepeletier. As duas subespécies se diferem
morfologicamente pelo padrdo de faixas amarelas no dorso do abddémen, ou tambem
chamadas de bandas tergais, amarelas e continuas do 3° ao 6° segmento (de 3 a 5 bandas) em
machos e operarias de Melipona quadrifasciata quadrifasciata Lepeletier e bandas
interrompidas (de 2 a 5 bandas) em Melipona quadrifasciata anthidioides Lepeletier (Figura
1) (AIDAR, 1996; CALASANS, 2012; OBIOLS, 2008; SCHWARZ, 1948).

A B

Figura 1 - Bandas tergais de abelhas Mandacaia. A - Melipona mandacaia; B - Melipona

quadrifasciata anthidioides; C - Melipona quadrifasciata quadrifasciata.
Fonte: (CALASANS, 2012)

Abelhas sem ferrdo sdo responsaveis por cerca de 40% a 90% da polinizacdo de
arvores nativas, conforme o ecossistema (KERR et al.,, 1996). Porém, devido ao
desmatamento de florestas nativas, o ambiente preferencial das abelhas sem ferrdo, elas se
encontram em um rapido processo de desaparecimento. A Apis mellifera produz uma maior
guantidade de mel do que as abelhas sem ferrdo, devido a este fato, os produtores de mel ndo
tém interesse pelo seu manejo (meliponicultura). Por isso a oferta deste produto no mercado é
tdo baixa. Em determinadas regides, como Sul e Sudeste, sdo poucos 0s que conhecem o
sabor do mel dessas abelhas nativas, tornando este produto uma iguaria, as pessoas mais
velhas sabem do seu enorme valor medicinal (LOPES et al., 2005).

Os meliponineos ocupam uma grande parte das regides de clima tropical do planeta,
além de algumas regides de clima subtropical e temperado, por isso, sdo encontradas na maior
parte do territério neotropical. No Brasil, sdo conhecidas mais de 400 espécies de abelhas
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nativas (KERR, 1987). Sao abelhas indigenas, que apresentam um ferrdo atrofiado, devido a
este fato, sdo também chamadas de abelhas sem ferrdo ou "stingless bees" (NOGUEIRA -
NETO, 1997; PRONI, 2000).

O mel que é produzido pelas abelhas sem ferrdo é bastante procurado pelos seus
consumidores, pois apresenta atividade antimicrobiana, por exemplo, assim, apresentam um
elevado potencial terapéutico, o que fortalece a medicina popular, analisando o0s
conhecimentos (GONCALVES et al., 2005; PERALTA, 2010; SODRE et al., 2008).

No grupo formado pelos meliponineos, os individuos dependem quase diretamente dos
fatores ambientais e das caracteristicas floristicas de cada regido. Devido a isso, estudos que
busquem conhecer como € a biodiversidade destas abelhas poderdo servir de auxilio para o
manejo e conservacdo dos ecossistemas atuais, além de auxiliar no equilibrio do fluxo de
energia das cadeias tréficas (PRONI, 2000).

A importancia representada pelos meliponineos ndo interfere apenas em aspectos
econbmicos e sociais, interfere principalmente, em processos ecol0gicos ecossistémicos.
Devido a isso, ha uma extrema necessidade de sensibilizacdo, o qual apresenta como principal
ponto a participacdo da sociedade através da Educacdo Ambiental em escolas e organizagoes.
A manutencédo da diversidade da flora nativa e vegetal ocorre devido ao servigo ecoldgico das
abelhas sem ferrdo, incluindo, €é claro, os demais grupos de abelhas. Com isso, um aumento
da oferta de sitios para a nidificacdo de abelhas sem ferrdo apresenta contribuicdo direta com
a conservacao da flora e da fauna, que relacionada com outros seres vivos mantém o planeta
em equilibrio (SILVA & PAZ, 2012).

Os meliponineos sdo o grupo mais especializado e isolado ja que seus individuos
dependem das caracteristicas floristicas e climaticas de suas regides de origem. Geralmente 0s
meliponineos apresentam as mesmas caracteristicas que sao descritas para os demais insetos e
artrépodes em geral. Nestes animais, devido ao exoesqueleto rigido constituido de quitina, é
necessario apéndices e membros segmentados e articulados. Seus ninhos tém como
constituicdo basica a cera pura ou cerume (cera, propolis e barro). A mistura de prépolis e
barro € chamado de batume ou também conhecido como geopropolis, que é utilizada na
delimitacdo da morada (KERR et al., 1996).
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2.2 GEOPROPOLIS

Algumas espécies de meliponineos utilizam barro para a construcdo da entrada de seus
ninhos, porém € o principal material constituinte da geoprépolis. Geoprépolis nada mais € do
que uma mistura de barro e prépolis. Basicamente, sua funcao é similar a de um cimento, ja
que as abelhas a utilizam para vedar frestas, mas algumas espécies o utilizam na constituicdo
de batumes. Sua coloracdo varia de acordo com os materiais que fazem parte da sua
constituicdo. A caracteristica marcante deste produto é a terra porém, as resinas vegetais sdo a
principal matéria-prima. Ha estudos que mostraram que h& mais de 50 compostos individuais
identificados na propolis dos Meliponinae (ARAUJO, 2013; VELIKOVA et al., 2000;
VILLAS - BOAS, 2012).

A composicdo quimica da geoprépolis ou mesmo da propolis depende da flora e do
local de coleta. O estudo que envolve a cola de abelha e as plantas que s&o utilizadas na sua
producdo apresenta um potencial para a descoberta de novos compostos que apresentam
efeitos farmacologicos de grande importancia, como por exemplo: substancias antioxidantes,
anticancerigenas e antibacterianas. Devido a isso, novos tipos de propolis de regiGes que ainda
séo inexploradas sempre atrairdo novos pesquisadores (BANKOVA, 2009).

Estudos quimicos comprovaram que o0 extrato etanolico de geoprépolis de Melipona
orbignyi apresenta em sua composicdo quimica: acidos aromaticos, compostos fendlicos,
alcoois, terpenos e acucares (CAMPOS et al., 2014).

Foi possivel isolar, pela primeira vez, da geopropolis de Melipona subnitida Ducke,
popularmente conhecida como Jandaira, trés compostos, sendo eles os flavonoides: 5-metoxi-

kanferol, 3-metoxi-quercetina e 5-metoxi-aromadendrina (SOUZA et al., 2012). (Figura 2)

5_metoxi-kanferal 3-metoxi-quercetina S-metoxi-aromadendrina

Figura 2 - Flavonoides isolados da geopropolis de abelha sem ferrdo Jandaira.
Fonte: (SOUZA et al., 2012)
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S&0 escassos 0s estudos que mostram a ac¢do farmacoldgica e composi¢do quimica da
geopropolis tropical (DUTRA et al., 2008). No entanto, foi identificado mais de cinquenta
compostos, e o principal foi o fendlico e terpénicos presentes na geopropolis brasileira, que é
produzida pela Tetragona clavipes, Melipona compressipes e Melipona quadrifasciata
anthidioides (BANKOVA et al., 1998). Além de ja ter sido descrito compostos fendlicos de
cinco espécies de abelhas que estdo presentes na Venezuela (TOMAS - BARBERAN et al.,
1993).

Segundo Barth et al., (2009), foi Nogueira - Neto (1953) que definiu o termo
geopropolis sendo nada mais do que a propolis elaborada por abelhas sem ferrdo, pertencentes
a subfamilia Meliponinae. Sua propolis se difere da produzida pela Apis mellifera, abelhas
introduzidas ou europeias, pois na elaboracao ha a utilizacdo de terra e/ou barro, além de ceras
e resinas de plantas.

E de elevada importancia o conhecimento das atividades bioldgicas e quimicas da
geopropolis, para que haja controle de qualidade deste produto, assim podendo valorizar 0s
produtos que estdo presentes em nossa biodiversidade, além de servir para conscientizar a
populacio, alertando-a sobre a importancia de conservar abelhas nativas (ARAUJO, 2013).

Hé& abelhas indigenas na Venezuela e em outros paises tropicais da América do Sul,
que apos recolher o material resinoso das plantas o misturam com cera de abelha e terra para
assim formar a geoprépolis (CASTALDO & CAPASSO, 2002). Geralmente as amostras de
geopropolis sdo fragmentos rigidos e apresentam tamanhos diferenciados, além de ter
gréanulos com consisténcia heterogénea, sdo inodoros, apresentam uma coloragdo marrom
escuro e um sabor amargo (CUNHA et al., 2009).

A propolis além de servir como material de construcdo apresenta um enorme potencial
quimico, uma "arma quimica" das abelhas, contra microrganismos patdgenos sendo utilizadas
pelo ser humano como antibidtico natural desde os tempos antigos (BANKOVA, 2005a) .

Modernos herbalistas recomendam a prépolis por sua acdo antiviral, antifngica,
propriedades anti-inflamatérias, antibacteriana, para o aumento da resisténcia natural do corpo
a infecgdes e também no tratamento de Ulceras gastroduodenais, além de ser benéfico contra
doencas inflamatorias. Quando aplicado externamente, € Util no alivio de dermatites que sdo
causadas por fungos e bactérias. No entanto, hoje a prépolis é utilizada como remédio popular
e esta disponivel no mercado em diversas maneiras: pastilhas para garganta, cremes, capsulas
e em po, entre outras (CASTALDO & CAPASSO, 2002).
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2.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas (EM), pelo trabalho de J. J. Thomson teve surgimento em
1897, e a partir dai vem auxiliando nas mais diversas areas: quimica, fisica, e nas areas mais
recentes como sao as ciéncias dos alimentos, dos materiais, biologia, medicina entre outras. A
EM vem se tornando uma ferramenta essencial para tais areas do conhecimento, devido a sua
ampla perspectiva e novos horizontes. Fornece também um papel de destaque desde as
pesquisas mais fundamentais até as mais aplicadas (DINIZ, 2011).

Geralmente essa técnica analitica é bem poderosa e é utilizada para elucidar
propriedades quimicas e estruturais de moléculas, identificar compostos antes desconhecidos
e quantificar materiais j& conhecidos, gerando informagcfes importantes a variados
profissionais, entre eles: bidlogos, quimicos, fisicos, etc. Essa técnica pode ser feita em
concentracdes bem baixas em misturas quimicamente complexas e em quantidades pequenas.
E utilizada para identificar estruturas de biomoléculas, como por exemplo os carboidratos,
para analise de poluentes ambientais, para quantificar e identificar componentes de misturas
organicas complexas, entre outros (AZEVEDO, 2004).

A funcionalidade basica para um espectrébmetro de massa é como se fosse um
instrumento que contém uma fonte de ions, um filtro de massas ou um separador, que na
realidade é a massa/carga (m/z), e por ultimo um detector. Ha varias estratégias de deteccdo e
separagdo, no entanto a etapa de ionizacdo € a que apresenta maior variedade de estratégias
diferentes, devido a variedade de espécies e amostras de interesse. J& com o0s ions gerados, de
acordo com as caracteristicas comuns ou ndo, 0s processos de deteccao e separacdo podem ser
escolhidos, surgindo, entdo, a ionizagdo por “eletrospray”, sendo um modo alternativo que
gera ions tendo como base espécies pouco volateis que sdo encontradas em fase liquida, que
nada mais € do que a transferéncia de ions pré - existentes para a fase gasosa de uma solucéo,
ou seja, permite que ions sejam transferidos para a fase gasosa de uma solucdo para que
ocorra a analise por espectrometria de massas (MORAES & LAGO, 2003).

Uma peca importante na area de pesquisa em quimica de compostos organicos e
inorganicos é a espectrometria de massas que surgiu na primeira metade do século passado.
Mas, foi apenas na Ultima década que se tornou uma importante técnica para as pesquisas
biolégicas (PIMENTA, 2003).

21



A espectrometria de massas € uma das técnicas de maior importancia, pois permite a
quantificacdo de moléculas em misturas complexas que sdo conhecidas e a elucidacdo de
estruturas quimicas de compostos que sdo desconhecidos. Moléculas ou atomos de uma
determinada amostra s&o ionizadas na fonte, na espectrometria de massas (MS), e o analisador
determina a razdo massa-carga (m/z) de cada ion. Os sinais elétricos registrados em formato
de um espectro de massa sdo gerados quando os ions atingem o detector. Com o valor de m/z
de um ion é possivel aproximar-se do valor exato da massa nominal da molécula. Boa parte
das substancias podem ser analisadas por espectrometria de massas, devido ao fato de existir
variadas fontes analisadores de massas e detectores e de ionizacdo (ALVES, 2010).

Para o estudo da composicdo quimica da propolis as mais variadas metodologias ja
foram empregadas, merecendo destaque a espectrometria de massas. Para realizar a analise
dos componentes da propolis, volateis e semi-volateis, a que vem sendo utilizada é a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), no entanto 0s
compostos da préopolis sdo de alta polaridade e baixa volatilidade ndo sendo analisados de
maneira correta pela GC/MS. Devido a isso, é de extrema importancia a utilizacdo das
técnicas mais modernas, como a ionizacdo por electrospray acopladas a espectrometria de
massas (ESI-MS). Para separar os compostos, além de ser acoplada a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC-ESI-MS) a ESI-MS ¢ também utilizada com insercao direta obtendo
um fingerprint que é um perfil de amostra. A selecdo dos compostos € feita por massa, mas
geralmente sdo identificadas pelos seus padrdes de fragmentacdo (MS/MS) que sdo obtidos
através da dissociacdo induzida por colisdo (CID) (SAWAYA, 2006).

2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A frequente ocorréncia da infeccdo hospitalar, entre outros aspectos estdo relacionadas
ao aumento do numero de bactérias resistentes. O uso constante e indiscriminado de
antibidticos utilizados na medicina humana faz aumentar a resisténcia bacteriana. Portanto, o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia e alteragcbes genéticas, acabam ocorrendo
devido a utilizacdo incorreta dos antibidticos, seja utilizacdo do tempo incorreto, por um
periodo reduzido ou prolongado, doses inadequadas ou sem a devida prescricdo médica, ou

simplesmente por essa droga ter se tornado uma pratica comum para o tratamento de qualquer
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infeccdo, porém, os beneficios que os antibioticos trouxeram a populagdo sdo inquestionaveis,
possibilitando a cura de doengas que levavam a 6bito muitas pessoas, ajudando no controle de
doencas infecciosas, mas principalmente as de origem bacteriana, consequentemente,
melhorando a qualidade de vida das populagdes e a saude publica. (BACCARO et al., 2002;
DEPI1ZZOL, 2006; OLIVEIRA, 2006).

Turchetti - Maia, (2005) comenta que varias doencas infecciosas que causaram a
morte de um elevado niumero de pessoas, durante varios anos, somente receberam tratamento
adequado quando houve a descoberta de substancias antibidticas, na primeira metade do
século XX, juntamente com melhores condi¢des sanitarias e com o desenvolvimento de novos
farmacos. A troca de material genético com outras bactérias e mutacdes cromossémicas
ocorrem devido a falta de conhecimento na utilizacdo dessas drogas, 0 que resulta na selecédo
de microrganismos resistentes.

Mesmo com a rica biodiversidade brasileira, poucos dados na literatura sobre a
pesquisa envolvendo espécies exdticas e nativas que apresentem atividade antimicrobiana séo
encontrados, isso pode ser relacionado a restricdo da publicacdo de resultados em eventos
cientificos regionais ou locais. No entanto, um aumento de pesquisas envolvendo produtos
naturais que apresentam atividade antimicrobiana foi constatada nos Gltimos anos (DUARTE,
2006).

H& séculos, propriedades antimicrobianas que se encontram presentes em 06leos
essenciais e vegetais que séo produzidos pelas plantas, estdo sendo reconhecidas (JANSEN et
al., 1987). Vérios estudos sobre a atividade antimicrobiana de 0leos essenciais e extratos
vegetais, comprovaram o elevado potencial de plantas nativas distribuidas em varias regides
do mundo. Como ja citado, o Brasil possui uma rica biodiversidade pouco pesquisada, 0 que
enfatiza a importancia destes estudos. Vérias plantas medicinais sdo usadas como forma
alternativa de tratamento em diversas areas da salde, ja que apresentam um menor custo
guando comparado com o tratamento que fazem uso dos medicamentos industrializados
(DUARTE et al., 2004).

O aumento de microrganismos multirresistentes é o que fomenta a busca por novas
substancias antimicrobianas (ROZATTO, 2012). As principais industrias farmacéuticas do
mundo realizam pesquisas com plantas, hoje visto que no decorrer dos anos, os Estados
Unidos da América (EUA) apresenta mais de 2/3 de medicamentos que sdo provenientes de

plantas (CASTRO, 2005). A pesquisa com produtos naturais que apresentem atividade
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antimicrobiana tem sido cada vez mais estimulada, principalmente das plantas que ja estéo

sendo utilizadas para o tratamento de doencas infecciosas (MICHELIN et al., 2005).

2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A busca por produtos naturais que apresentem atividade antioxidante vem
aumentando, eles sdo reconhecidos por sua capacidade de sequestro de radicais livres,
exercendo a funcdo de protecdo no organismo, além de que, no decorrer dos anos o estresse
oxidativo vem mostrando ligacdo com varias doencgas. A grande biodiversidade apresentada
pelo Brasil € pouco conhecida, o que possibilita a crescente pesquisa relacionada a atividades
bioldgicas. Muitas plantas, mesmo in natura, residuos agroindustriais ou processadas, podem
ser fontes de antioxidantes (De OLIVEIRA et al., 2009; TOMEI, 2008).

Os antioxidantes vém sendo utilizado para o tratamento de varias doencas
degenerativas e crbnicas que sdo causadas pelo estresse oxidativo. Uma dieta rica em
antioxidantes é tdo importante quanto evitar fontes de oxidantes, como: o alcool, estresse,
cigarro, entre outros. Futuramente, podera ser desenvolvido uma estratégia terapéutica para
que a capacidade antioxidante das células seja fortificada. Porém, estudos envolvendo
suplementos antioxidantes, que sdo utilizados para a prevencdo de doencas ainda ndo séo tao
claras. Por isso, muitas pesquisas ainda sdo necessarias para que assim ele possa ser utilizado
como uma terapia adjuvante (PHAM-HUY et al., 2008).

A descoberta de novos farmacos vem aumentando devido a pesquisa com produtos
naturais, o que apresenta consideravel importancia para a area de saude em geral, que vem
sendo cada vez mais usados para as mais variadas aplicacdes terapéuticas, ja que sao fontes
naturais de antioxidantes, servindo como base para os mais variados setores, como na
protecdo do organismo contra estresse oxidativo e na conservacao de alimentos, por exemplo
(VELLOSA et al., 2007).

O estresse oxidativo pode ser causado pelo proprio organismo ou pelo meio ambiente
qguando o mesmo gera radicais livres. Os componentes da membrana celular, as biomoléculas,
RNA, DNA e as proteinas sdo os alvos de radicais livres, que poderdo levar a varios
problemas de saude, que podem ser revertidos com o auxilio de agentes antioxidantes, que

geralmente sdo encontrados em alimentos, os carotenoides (j3-caroteno e licopeno), vitaminas
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(C e E), compostos fenolicos (acidos fenolicos e flavonoides) merecem destaque (PEREIRA
et al., 2009).

Radicais livres nada mais sao do que fragmentos de moléculas ou moléculas instaveis
que ndo apresentam em suas Orbitas exteriores um par de elétrons. O peroxido de hidrogénio,
radical hidroxilo, e o radical superdxido, incluem os radicais livres do oxigénio, que
apresentam elevada radioatividade. A producdo de um novo radical se da a partir da reacédo
de um néo-radical com um radical. Processos nocivos aos tecidos podem ocorrer devido ao
desencadeamento de diversas cadeias de reagdes (CORDOVA & NAVAS, 2000).

A mudanga na ordem das bases nitrogenadas pode ocorrer quando a cadeia de DNA ¢
quebrada e ela se reconecta de maneira diferente, este, € um dos processos para que ocorra
uma mutacdo e para 0 acumulo de bases danificadas podendo assim desencadear a formacéo
de um cancer pois, como este processo ocorre em enzimas, sua atividade podera ser alterada
ou perdida. A oxidacédo dos lipidios, quando ocorre na membrana celular, pode levar a morte
celular, pois quando hé interferéncia no transporte normal de substancias pela membrana ou
ocasiona ruptura. A oxidacdo de lipidios quando ocorre no sangue pode levar a agressao de
artérias e veias, o que influenciard no acumulo de lipidios, acarretando a uma aterosclerose,
podendo causar um infarto, acidente vascular cerebral ou trombose (BARREIROS et al.,
2006).
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3. METODOLOGIA

3.1 COLETA DA GEOPROPOLIS

A geoprépolis, in natura, foi coletada na Fazenda - Escola do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais - Campus Inconfidentes, localizado
no municipio de Inconfidentes/MG, no dia 12 Agosto de 2013. Em seguida foi acondicionada
em recipiente térmico e encaminhada ao Laboratorio de Biociéncias, do proprio Campus, para

processamento.

3.2 PREPARACAO DO EXTRATO ETANOLICO

A geoprépolis foi pulverizada, e seu p6 foi pesado, obtendo-se a massa de 371,09 g,
em seguida o pé foi acondicionado em Erlenmeyer e submetido ao processo de maceracao
com solvente organico, etanol, na proporcdo massa de po/solvente 1:20 (massa/volume),
obtendo-se assim o0 extrato bruto em etanol. O solvente foi removido em evaporador rotatério,

assim, obtendo-se 56,57 g de extrato bruto etandlico.

3.3 ESTUDOS DE DESREPLICACAO: ANALISE PRELIMINAR DO EXTRATO BRUTO
ETANOLICO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM INJECAO DIRETA E
IONIZACAO POR ELETROSPRAY (ESI-MS)

No Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, Campinas/SP, as
analises preliminares por ESI-MS foram realizadas com o extrato etandlico bruto da
geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioides em estudo de desreplicagdo. A amostra

foi diluida em uma solucdo contendo 50% (v/v) de metanol grau cromatogréafico e 50% (v/v)
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de uma solugdo de &gua deionizada e 0,5% de hidroxido de aménio (Merck, Darmstadt,
Alemanha). As analises ESI-MS foram realizadas por injecdo direta no espectrdmetro de
massas quadrupolar — Micromass da Waters, por eletrospray em modo negativo e as
condigdes gerais foram: temperatura da fonte de 100 °C, a tenséo capilar de 3,0 kV e a tensdo
do cone de 30 V. A analise estrutural de ions no espectro de massa de extrato e fragdes foram
realizadas pela avaliacdo dos fragmentos gerados apods a colisdo com um gas inerte (ESI-
MS/MS). Os ions com relagdo massa/carga (m/z) de interesse foram selecionados e
submetidos a colisBes com argbnio. A energia de colisdo foi otimizada para a producéo de
fragmentacdo extensa do ion sob investigacdo. Os constituintes foram identificados por
comparacdo de seus espectros de fragmentacdo, ESI-MS/MS com espectro de amostras-
padrdo auténticas do banco de substancias padrdo do grupo de pesquisa do Laboratdrio de
Farmacognosia, Tecnologia Fitofarmacéutica e Bioensaios do IB-Unicamp e com dados da
literatura (SALVADOR et al., 2011).

3.4 ENSAIO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

No laboratério de Biociéncias do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia
do Sul de Minas Gerais- Campus Inconfidentes, Inconfidentes/MG, foram feitos ensaios para
acao antimicrobiana, que foi determinada pelo método de microdiluicdo em placa de 96
pocos, assim, determinando as Concentracbes Biocidas Minimas (CBM), seguindo a
adequacao de metodologia descrita por Salvador, (2005). Para a execugdo dos ensaios foram

utilizadas bactérias padrdo, gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 10799)? Enterococcus

faecalis (ATCC 10100)?, Proteus vulgaris (Pv)° e gram-positivas: Bacillus subtilis (Bs)b,
Kocuria rhizophila (ATCC 9341)?, Staphylococcus aureus (ATCC 14458)?, Staphylococcus
aureus (ATCC 6538)?, Staphylococcus 8-, Staphylococcus epidermidis (6ep)®, Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228)2.

As bactérias foram cultivadas em meio Muller Hinton (MH) em placas de 20 x 150
mm, 24 horas antes da inoculacdo nas placas. Para a montagem foi utilizado 50 puL de meio
Tryptone Soya Broth (TSB) em todos os pogos, 50 puL da droga teste preparadas em
propilenoglicol (1:19) nas concentragdes de 0,125, 0,250, 0,500 e 1,000 mg/mL. Cada pogo

recebeu um inéculo de 10 pL de suspensdo de microrganismos, numa concentragdo de (5.10°
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ufc/mL). Como controle positivo utilizou-se a bacitracina 2,7 mg/ml e como controle negativo
propilenoglicol/TSB (1:19).

As placas-teste foram mantidas a temperatura ambiente por cerca de 2 horas e depois
incubadas a 37° C por cerca de 24 horas. Decorrido o periodo de incubacdo cada pogo
recebeu um indculo de 20 pL de tetrazolio. Apds um novo periodo de incubagdo a 37° C por
cerca de 24 horas, a leitura foi feita visualmente, comparando as amostras com o0s controles.

Os experimentos foram realizados em duplicata, para cada cepa indicadora utilizada.

3.5 ENSAIOS PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.5.1 Ensaio ORACk_

A capacidade antioxidante do extrato foi mensurada utilizando-se o ensaio ORACFL
com fluoresceina como sonda fluorescente e AAPH (2,2’-Azobis (2-amidiopropane)
dihydrochloride) como fonte de radical livre, e foi realizada no Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas, Campinas/SP. Os experimentos foram realizados em
placas de microtitulacdo de 96 pocgos de acordo com metodologia descrita por Prior et al.,
(2003) e Ou et al., (2001), com modificagdes de Salvador et al., (2006). Com isso, foram
preparadas solucbes estoques dos extratos (50 mg/mL) e fases de particdo (5 mg/mL) em
tampdo fosfato/DMSO (99:1, v/v) e diluidas 100, 500, 1000, 5000 e 10000 vezes com tampéao
fosfato. A leitura foi realizada utilizando-se filtro fluorescente (excitacdo A = 485 nm e
emissdo A = 528 nm) em leitor de microplaca monitorando a cinética de reacdo a cada 2 min
por um periodo de 70 min (temperatura = 37°C). Os resultados foram expressos como pmol
de Trolox equivalente (TE) por grama de extrato ou fragdo em base seca (UM de TE/g). Como
controle positivo utilizou-se a quercetina, acido cafeico, e extrato bruto etandlico de propolis
verde e como controle negativo a solucdo diluente. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.
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3.6 ENSAIO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO
— ENSAIO BSA

No Laboratério de Biociéncias do Instituto Federal de Educag&o, Ciéncia e Tecnologia
do Sul de Minas Gerais - Campus Inconfidentes, Inconfidentes/MG, a atividade anti-
inflamatdria in vitro do extrato bruto etandlico da geopropolis da Melipona quadrifasciata
anthidioides, foi realizada utilizando a técnica de desnaturagdo de albumina BSA (Albumina
do Soro Bovino) de acordo com Mizushima & Kobayashi, (1968) com modifica¢do. Para
tanto 1,0 mg dos extratos foram dissolvidos em 20 uL de DMSO e 980 pL de tampéo fosfato
(pH 7,0), obtendo-se uma solucdo a 1 mg/mL. A solucdo estoque de BSA foi obtida
adicionando 20 pg de BSA em 20 mL de tampdo fosfato (pH 7,0). Os experimentos foram
realizados em placas de microtitulagdo de 96 pocos, onde as amostras-teste foram analisadas
nas concentracdes finais de 400, 200, 100 e 50 pg/mL. O controle negativo foi obtido
utilizando-se 40 uL de &gua destilada adicionado a 160 pL de solucdo BSA (Difco Bovine
Albumin). O controle positivo foi obtido utilizando-se 2 mg de diclofenaco dissolvido em
1000 pL de tampao fosfato (pH 7,0) e fracionado em vérias concentracfes. Todas as amostras
foram analisadas em triplicata.

Apds a montagem, a placa contendo as amostras-teste foi incubada a 37 °C por 15
minutos em uma estufa incubadora e depois a desnaturacdo do BSA foi obtida, mantendo a
placa de microtitulacdo a 60 °C em um banho-maria durante 5 minutos. Apds um tempo de
cinco minutos de resfriamento procedeu-se a leitura em leitor de placas de 96 pocos
(absorbancia no comprimento de onda de 650 nm). A percentagem de inibicdo da

desnaturacdo proteica foi calculada utilizando a formula:

% de inibicdo de desnaturacdo = [(Média de absor¢do do composto teste) -1] x100

Média de absorc¢do do controle
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDOS DE DESREPLICACAO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM
INJECAO DIRETA E IONIZACAO POR ELETROSPRAY (ESI-MS)

A andlise dos espectros obtidos por ESI-MS forneceu informacgdes importantes para a
visualizacdo de varios sinais ionizaveis (Figura 3) identificadas como as substancias
responsaveis pelas atividades bioldgicas. Através das analises em modo negativo foi possivel
identificar os ions desprotonados das moléculas que apresentaram 1 u.m.a. a menos em seu

peso molecular.

Mandacaia fingeprint 1003 98 (0.508) Cm (61:200) Scan ES-
100+

197

169
319

321
293 335

407 421

337
287 365 477
105 163 [17° 71 429 471 499 527 607613 629
ottt Ay bbbl o MWJ‘W»
‘
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100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

m/z

Figura 3 - Fingerprint que foi obtido por meio da ESI - MS, estando em modo negativo, do

extrato bruto etandlico da geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioides.

30



Por meio da ESI (-) -MS/MS foi possivel sugerir a identificacdo de 4 &cidos

fenolicos e 1 flavonoide presentes na geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioides.

Tabela 2 — Compostos identificados na geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioides.

ESI () - MS/MS Possivel Composto Principais Fragmentos
163 Acido — p — cumarico 163, 119, 93
169 Acido Galico 169, 125
179 Acido Cafeico 179, 135, 107
197 Galato de Etilo 197, 153
301 Quercetina 301

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana do extrato bruto etandlico de Melipona quadrifasciata
anthidioides foi avaliada pelo método de microdiluicdo em placas de 96 pogos, visando
determinar a concentracdo biocida minima (CBM). Os resultados (Tabela 3) confirmam a

atividade antibacteriana do extrato com valores de CBM entre 0,125 a 1,0 mg/mL, com

excecdo as bactérias Escherichia coli (ATCC 10799)a e Staphylococcus epidermidis (ATCC

12228)? que ndo apresentaram sensibilidade ao extrato até a maior concentracdo estudada.

Tabela 3 - Atividade antibacteriana do extrato bruto etandlico da geoprépolis de Melipona
quadrifasciata anthidioides (Mandacaia) expressa em termos de Concentracdo

Biocida Minima, CBM (mg/mL), determinada pela técnica de microdiluicéo.

Extrato Etandlico da Geopropolis

Microrganismos
CBM (mg/mL)

Bacilus subtilis (Bs)’ 0,500

Enterococcus faecalis (ATCC 10100)" 0,125

Escherichia coli (ATCC 10799)° -
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Kocuria rhizophila (ATCC 9341)" 0,125

Proteus vulgaris (Pv)° 1,000
Staphylococcus aureus (ATCC 14458)" 0,250
Staphylococcus aureus (ATCC 6538)° 0,250
Staphylococcus epidermidis (6ep)® 0,250

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)? -

Staphylococcus 8- 0,500

2 cepa padrdo American Type Culture Collection (ATCC); ° cepa de campo; -: auséncia de inibi¢do; CBM:

Concentracdo Biocida Minima (mg/mL) = concentragdo que inibe em 100% o desenvolvimento microbiano.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante do extrato bruto etandlico de Melipona quadrifasciata
anthidioides, foi avaliada empregando ensaio direto, mediado por transferéncia de hidrogénio
ORACkL. (Ensaio envolvendo estudo cinético, com fluoresceina como sonda fluorescente,
avaliando a capacidade dos extratos em sequestrar radicais peroxil gerados pela fonte
radicalar AAPH).

Tabela 4 — Capacidade antioxidante pelo ensaio ORACr. do extrato bruto etandlico da

geoprépolis de Melipona quadrifasciata anthidioides.

Amostra 2Ensaio ORAC
(umol de TE/g)®
EBE - Mandagcaia 1425 (0,31)
EBE - Prépolis Verde* 2726,18 (0,80)
Quercetina* 5,65 (0,89)°
Caffeic acid* 2.9 (2.0)°

3Dados expressos como média (coeficiente de variacdo) do ensaio em triplicata; PEnsaio ORACF. com resultados
expressos como micromols de Trolox equivalente por grama de extrato ou fracdo em base seca. “Ensaio ORAC

com resultados estdo expressos em Trolox Equivalente (TE) Relativo. *: Controle positivo.
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4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VITRO

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria in vitro foi realizada empregando-se o
ensaio da desnaturacdo da albumina de soro bovino (BSA), um ensaio que avalia a capacidade
do extrato inibir a desnaturacdo da proteina (BSA), sendo a desnaturacdo de proteinas de
tecido uma das causas bem documentadas de doencas inflamatorias e artriticas (CHOPADE et
al., 2012; BHASKAR & MOHITE, 2010).

Os resultados demonstraram atividade inibidora de desnaturagéo proteica dependente
da concentragdo no intervalo de 50 a 400 pg/mL. O extrato etanolico da geopropolis de
Melipona quadrifasciata anthidioides apresentou melhor resultado na concentracdo de 400
pg/mL, inibindo 54,80% da desnaturacdo (figura 4), valor considerado como satisfatorio
quando ultrapassa 50% de inibicdo (CORREA, 2014).

90% -

80% —+—Diclofenaco

70% - —@—Extrato

60% -
50% -
40%
30% -

20%

Porcentagem de Inibigao

10%

D% T T T 1
400 200 100 50

Concentragao pg/mL

Figura 4 - Atividade anti-inflamatéria in vitro pelo ensaio BSA do extrato bruto etanélico da

geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioides.
Procedeu-se ainda a determinacdo da ICso, estimando-se a concentragdo que reduz em

50% a desnaturacdo proteica para cada amostra-teste. O valor de ICso para a amostra

apresentou uma atividade inibitoria com ICso de 307,98 £ 0,98 pg/mL.
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5. DISCUSSAO

Nas mais diversas patologias humanas as infeccGes sdo um serio problema de salde
publica, que em grande parte dos casos tem microrganismos como, por exemplo, bactérias,
parasitas, fungos e virus, participando do processo. O aparecimento de cepas resistentes
aliados a crescente incidéncia de doengas microbianas, necessidade de tratamento de longa
duracdo, baixa poténcia dos medicamentos que estdo disponiveis e a presenca dos efeitos
colaterais, mostram que, no campo terapéutico, hd uma limitacdo de agentes quimioterapicos
efetivos utilizados para tratamento (SOARES & CURY, 2001; BISIGNANO et al., 1999;
PUJOL et al., 1996). Por isso, os estudos que buscam a descoberta de novos agentes
antibacterianos sdo de extrema importancia, o que fomenta a busca de novos quimioterapicos
através de produtos naturais para serem utilizados como forma alternativa de tratamento.

Muitos farmacos que sdo comercializados no mundo sdo derivados de produtos
naturais, porém a porcentagem de plantas, referente ao seu potencial medicinal, que sdo
estudadas, € pequena (ROZATTO, 2012). Além de que, os antioxidantes naturais sdo vias
alternativas utilizadas para retardar ou minimizar os processos de deterioracdo oxidativa em
alimentos e para alimentos funcionais, j& que o0s compostos antioxidantes que estdo
compostos nas plantas acreditam-se, podem prevenir doengcas como O cancer e 0
envelhecimento precoce, entre outros (PASSOS, 2010).

A atividade antibacteriana do extrato bruto etandlico de Melipona quadrifasciata
anthidioides determinada pela técnica de microdiluicdo em placas de 96 pogos, ndo foram
encontrados relatos na literatura, assim, verificando que o extrato apresentou atividade
antimicrobiana com concentracdo biocida minima entre 2,0 e 0,5 mg/mL, resultados
semelhantes a outras espécies de meliponineos que apresentaram atividades antimicrobiana
(LIBERIO et al., 2011; MELANI, 2009; MANRIQUE & SANTANA, 2008).
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Estes resultados mostram-se promissores pois, estudos antimicrobianos com
geopropolis de meliponineos sdo escassos, encontrando-se na literatura poucos trabalhos que
relatam as atividades antimicrobianas da geopropolis. Manrique & Santana (2008) buscaram
mostrar a atividade antibacteriana e antioxidante da propolis de abelhas sem ferrdo: Melipona
quadrifasciata, Melipona compressipes, Tetragonisca angustula e Nannotrigona sp. do Brasil
e Venezuela, realizando coletas mensais desde novembro de 2003 a abril de 2004, assim,
comprovando que o extrato etanolico de propolis (EEP) possui forte atividade antimicrobiana
e antioxidante, frente as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25.923) e Micrococcus luteus
(ATCC 9.341), resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho que verificou a

inibicdo para Staphylococcus aureus (ATCC 14458)2, Staphylococcus aureus (ATCC 6538)a
nas concentracgdes de 0,250 mg/ml.

O estudo de Liberio et al., (2011) mostrou que a geoprépolis de Melipona fasciculata
Smith, apresenta um potencial que pode ser utilizado na prevencdo ou no controle de doencas
bucais, especialmente a candidiase e a cérie, além de poder ser utilizada para o tratamento de
processos inflamatdrios, j& que ela apresenta atividade antimicrobiana frente a S. mutans e C.
albicans.

Gongcalves et al., (2005), afirma que a utilizacdo indiscriminada de antibioticos, nas
ultimas décadas, vem favorecendo a criagdo de microrganismos patdgenos, que estdo
desenvolvendo resisténcia aos mais diversificados tipos de antibi6ticos. Os produtos naturais
tém sido a chave para a pesquisa na busca de novas classes de antibidticos, visando suas
propriedades terapéuticas, entre elas, a antimicrobiana. Portanto, o presente estudo tem sua
importancia reforgada, ja que diversas cepas bacterianas foram inibidas pela acdo do extrato
da geopropolis.

Os resultados encontrados neste trabalho comprovam agdo antimicrobiana do extrato
bruto etandlico da geoprépolis contra Enterococcus faecalis (ATCC 10100)a apresentando
Concentracdo Biocida Minima (CBM) de 0,125 mg/ml, resultado que converge com 0s
estudos de Melani, (2009), que utilizando também a técnica de microdilui¢cdo, com o extrato
etanolico de propolis (Apis mellifera) obteve uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de
4,23 mg/mL, frente a Enterococcus faecalis, demonstrando a eficiéncia da técnica .

Na técnica de microdiluicdo, seus resultados apresentam elevado nivel de
confiabilidade, além de ser bem empregada para a determinacdo da atividade antimicrobiana,
devido ao fato de ser mais sensivel do que as demais técnicas utilizadas na literatura, ndo
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apresentando alto custo, e utilizando pequenas quantidades de amostra, além do seu alto
rendimento (ELOFF, 1998; OSTROSKY et al., 2008).

Fernandes Jr et al., (2001) procederam um estudo para a investigacdo antibacteriana da
propolis de Apis mellifera e de algumas espécies de abelhas sem ferrdo. A determinacéo da
Concentracédo Inibitoria Minima (CIM), dos extratos etanolicos, foi determinada pelo método
de diluicdo em agar. Os testes foram realizados frente as cepas gram-positivas de
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp e gram-negativa Escherichia coli. Onde as bactérias
gram-positivas apresentaram-se mais suscetiveis do que a gram-negativa. A atividade
antimicrobiana dos extratos etandlicos da propolis de Melipona sp (Manduri) e Partamona sp
(Cupira) mostraram-se superior a da Apis mellifera.

Gonsales et al., (2006) coletou a propolis (Apis mellifera) de varias regiées do Brasil
(S&o Paulo, Goias e Parand) com o intuito de investigar a atividade antibacteriana das
amostras de diferentes localidades. Os extratos etandlicos da prdpolis foram testados frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia coli por meio da metodologia de difusdo em disco,
mostrando inibicdo apenas para o crescimento de Staphylococcus aureus, fato que corrobora
com o presente estudo, uma vez que em ambos os trabalhos ndo houve inibicdo do
crescimento de Escherichia coli, o que converge com a do presente estudo demonstrando
certo grau de resisténcia de Escherichia coli a extrato de propolis e geoprépolis.

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio, uma perturbacdo entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e a sua desintoxicacdo através de sistemas
bioldgicos, 0 que pode estar relacionado a patogénese de varias doengas, incluindo doencas
degenerativas como a doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral
amiotrdfica e o cancer (SAYRE et al., 2007; HALLIWELL, 2007). Portanto, a selecdo de
produtos naturais com propriedades potencialmente antioxidantes parece ser de importancia
central, a fim de identificar os extratos ou fragdes que possuem a capacidade de limpeza tanto
em ambos os radicais livres e cadeia de reacdes de iniciacdo ou na ligacdo com catalisadores
das reacOes oxidativas (DORMAN et al., 2003).

Assim, procedeu-se a avaliacdo antioxidante do extrato bruto etandlico da geopropolis
da Melipona quadrifasciata anthidioides empregando o método ORACF., obtendo-se bons
resultados, confirmando trabalhos anteriores que expdem a geopropolis como uma excelente
fonte antioxidante (CAMPOS et al., 2014; SILVA et al., 2013), com alto potencial utilizado
na prevencdo da degeneracdo de doencas cronicas (ALVES DE SOUZA et al., 2013).
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Segundo Bogdanov (2011), a atividade antioxidante da propolis é devido a sua alta
concentracdo de compostos fendlicos e outros compostos antioxidantes. Silva et al., (2013)
avaliou a atividade antioxidante fazendo uso do método de sequestro de radicais livres,
DPPH, de suas espécies de abelhas sem ferrdo Amazénica, e comprovou que o extrato de
geopropolis de Melipona. interrupta apresenta uma maior atividade antioxidante quando
comparado ao extrato da geopropolis da Melipona seminigra. Além de que, do fracionamento
do extrato metanolico de M. interrupta foi possivel isolar quatro flavonoides, compostos
possivelmente responsaveis pelas atividades antioxidantes encontradas.

Campos et al., (2014) tiveram como o principal objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana e antioxidante do extrato etandlico produzido a partir da prépolis de Melipona
orbignyi que é encontrada no Mato Grosso do Sul. A atividade antioxidante foi feita pelo
método de captura de radicais livres, DPPH, mostrando como resultado que o prépolis de
Melipona orbignyi apresenta um elevado potencial antioxidante. A Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) frente as cepas Escherichia coli (ATCC8739), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e o fungo Candida albicans (ATCC10231), mostrou-se eficiente contra
Staphylococcus aureus e Candida albicans, fazendo uso da técnica de microdiluicdo. Tais
resultados confirmam a resisténcia de Escherichia coli, frente a geoprépolis observada no
presente estudo, bem como pode relacionar a atividade antioxidante a atividade
antimicrobiana.

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria in vitro foi realizada pelo método da
desnaturacdo da proteina (BSA). O ensaio baseia-se na capacidade do extrato inibir a
desnaturacdo da albumina do soro bovino fetal (BSA). Os mecanismos de desnaturacao
provavelmente envolvem alteracdes eletrostaticas dos hidrogénios e das ligacdes dissulfeto
(CHOPADE et al., 2012; BHASKAR & MOHITE, 2010). Desta forma o extrato bruto
etandlico de Melipona quadrifasciata anthidioides mostra-se promissor uma vez que
encontramos poucos relatos sobre a atividade anti-inflamatéria de geopropolis de
meliponineos no Brasil, sendo este o primeiro relato da atividade em ensaios anti-
inflamatdrios in vitro.

A estratégia da utilizagdo da técnica ESI-MS/MS na desreplicacdo e consequente
identificacdo de acidos fendlicos e flavonoides se deve ao fato de que ha documentado em
literatura trabalhos que tém relatado a utilizagdo da técnica ESI-MS/MS na identificacdo de

acidos fendlicos e flavonoides, como uma técnica util e confiavel (VAN HONG et al., 2011).
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Assim, procedeu-se a avaliagdo ESI-MS/MS na identificacdo de compostos presentes no
extrato bruto etanolico de Melipona quadrifasciata anthidioides (Tabela 2) identificando 4
acidos fenolicos e 1 flavonoide, substancias possivelmente responsaveis pelas atividades
bioldgicas observadas.

Falcdo et al., (2010) realizou estudo frente a extrato etandlico da propolis encontrada
no Nordeste de Portugal, onde o extrato etandlico foi fracionado por cromatografia liquida de
alto desempenho e os compostos fenolicos foram identificados por espectrometria de massa
eletrospray no modo negativo. Esta técnica permitiu que fossem identificados 37 compostos
fendlicos, além dos flavonoides e &cidos fendlicos comuns que sdo encontrados nas zonas
temperadas, foram encontrados variados compostos que ndo haviam sido descritos na
literatura.

Segundo Sawaya (2006), ha vérios estudos sobre a propolis obtida da Apis mellifera
que é encontrada em regides de clima temperado. A presente autora com o objetivo de estudar
a propolis brasileira determinando suas fontes vegetais e composi¢do quimica faz uso da
espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray (ESI-MS), comprovou que variadas
amostras de propolis de espécies de abelhas nativas que foram obtidas em varias partes do
Brasil, puderam ser dividas em trés grupos principais de acordo com as plantas que foram
utilizadas como fontes vegetais de resinas. Segundo a autora, a técnica desenvolvida no
trabalho € confiavel e rapida, assim podendo haver a caracterizacdo de amostras de propolis
de vérias espécies diferentes de abelhas além de poderem ser de regides distintas. Além do
mais, sua utilizacdo é segura para comparar extratos de plantas e amostras de propolis para a
identificacdo das fontes vegetais das amostras.

De acordo com Franchin (2012), a geopropolis da Melipona scutellaris que
popularmente é conhecida como urucl e pode ser encontrado no Nordeste do Brasil tem
despertado bastante interesse na area de pesquisa. Ha estudos que comprovam suas atividades
bioldgicas, como antioxidante e antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Devido a isso,
mais estudos evolvendo este tipo de propolis sdo necessarios, assim, possibilitando a
identificacdo de novas atividades bioldgicas, como por exemplo: a antinociceptiva e anti-
inflamatdria, além, também, de identificar novas substancias quimicas que tenham um
potencial farmacoldgico, com isso mostrando o potencial da geopropolis de meliponineos

havendo a possibilidade de tornar-se uma fonte de subsisténcia para comunidades carentes.
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6. CONCLUSAO

O estudo em questao possibilitou concluir que:

O estudo fitoquimico do extrato bruto etandlico de Melipona quadrifasciata
anthidioides mostrou-se efetivo, sendo possivel identificar 4 acidos fendlicos e 1

flavonoide.

O extrato bruto etandlico de Melipona quadrifasciata anthidioides apresenta

atividade antimicrobiana, pelo método de microdiluicdo em placa de 96 pocos.

O extrato bruto etandlico de Melipona quadrifasciata anthidioides apresenta

atividade antioxidante, determinada pelo ensaio ORACkEL.

O extrato bruto etandlico de Melipona quadrifasciata anthidioides apresenta

atividade anti-inflamatoria, determinada pelo método in vitro BSA.
Frente aos resultados encontrados no presente estudo, a geoprépolis Melipona

quadrifasciata anthidioides apresenta potencial para futuras prospeccoes

bioldgicas.
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