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RESUMO

LIMA. M. V. D. de. Geoprépolis produzida por diversas espécies de abelhas:
Atividades antimicrobiana e antioxidante e determinacdo do teor de compostos
fendlicos. Dissertacdo (Mestrado), Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2015.

Dentre os meliponineos ou “abelhas sem ferrdo” (Stingless bee) destacam-se a
Melipona quadrifasciata (Mandacaia), Melipona marginata (Manduri) e a
Tetragonisca angustula (Jatai). Um dos produtos produzidos por estas abelhas e
que apresenta grande aceitabilidade no mercado é a geopropolis, uma substancia
resinosa e balsdmica de composicdo quimica complexa, coletado pelas abelhas de
brotos, exsudacfes e de outras partes do tecido vegetal, que é transformada por
processos enzimaticos por adicdo de secrecdes, sendo adicionados terra e/ou barro.
Dentre os componentes quimicos, destacam-se a presenca de compostos fendlicos,
diterpenos, triterpenos, Oleos essenciais e muitos outros. As atividades mais
estudadas da propolis sdo a antibacteriana e antifungica, além da atividade antiviral,
imunomoduladora, antitumoral, antiinflamatoria e antioxidante. Este trabalho
objetivou avaliar a atividade antimicrobiana, através da determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM), e
atividade antirradicalar pelo método de capacidade antioxidante equivalente ao
trolox (TEAC), além da determinacdo dos teores de compostos fendlicos e
flavonoides (Método de Folin-Cioucalteu e complexacdo com cloreto de aluminio,
respectivamente) de amostras de geoprépolis de diferentes espécies de abelhas
sem ferrdo (Melipona quadrifasciata, Melipona marginata e Tetragonisca angustula).
Todas as amostras de geopropolis apresentaram atividade antimicrobiana frente as
bactéria gram-positivas, sendo que a abelha Manduri apresentou menor valor de
CIM e CBM; somente a espécie Mandacaia apresentou atividade moderada contra
bactérias gram-negativas. A geoprépolis da abelha Manduri foi a que apresentou
maior teor de compostos fendlicos e flavondides, seguido da geopropolis da abelha
mandacaia, e ambas estavam em conformidade com os parametros preconizados
pela legislacdo vigente, sendo que a geoprépolis da espécie Manduri também
apresentou elevados niveis de antioxidante total em relacdo as demais abelhas.
Observou-se que a atividade antimicrobiana dos extratos de geoprépolis ndo esta
diretamente associada aos elevados niveis de compostos fendlicos, incluindo
flavondides.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Atividade antioxidante; Compostos
fendlicos; Geopropolis; Propolis.



ABSTRACT

LIMA. M. V. D. Geopropolis produced by several species of bees: antimicrobial and
antioxidant activities and determination of phenolic compounds. Dissertation (Master)
Pos-Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Pard,
Belem, 2015.

Among meliponineos or stingless bees the most important are Melipona
quadrifasciata (Mandacaia), Melipona marginata (Manduri) and Tetragonisca
angustula (Jatai). One of their product is geopropolis, a balsamic and resinous
substance with complex chemical composition, collected from shoots, seepage and
other parts of the plant tissue by these bees, which transformed it through enzymatic
process by adding secretions and earth or clay, alone or in combination. Among the
chemicals components, highlights the presence of phenolic compounds, diterpenes,
triterpenes, essential oils and many other. The most studied propolis activity are
antibacterial and antifungal, in addition to antiviral, immunomodulatory, anti-tumor,
anti-inflammatory and antioxidant. Therefore this work aim to evaluate the
antimicrobial activity, through determination of Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and Trolox equivalent antioxidant
capacity assay (TEAC), beyond the determination of the levels of flavonoids and
phenolics compounds (Folin-Cioucalteu method and complexation with aluminum
chloride, respectively) using geopropolis samples from different bees species
(Melipona quadrifasciata, Melipona marginata and Tetragonisca angustula). All the
geopropolis samples exhibit antimicrobial activity against gram-positive bacteria,
wherein the Manduri Bee showed the lowest MIC and MBC; only Mandacaia species
showed moderate activity against gram-negative bacteria. The Manduri's geopropolis
showed higher content of phenolics compounds and flavonoids, followed by
Mandagaia's geopropolis and both were in accordance with the parameters
established by current legislation, wherein the Manduri's geopropolis also present
high total antioxidant levels compared with other bees. It was noted that the
antimicrobial activity of geopropolis extracts were not directly associated with high
levels of phenolic compounds, including flavonoids.

Keywords: Antimicrobial activity; Antioxidant activity; Geopropolis; Propolis; Phenolic
compound.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais pelo homem tem subsidiado fonte de
compostos quimicos bioativos, a partir dos quais muitos medicamentos foram
produzidos até os dias atuais. No entanto, somente a partir do século XIX é que os
pesquisadores comecaram a isolar os principios ativos das plantas medicinais
(PHILLIPSON, 2001, NEWMAN & CRAGG, 2007, MILLER, 2011). Além disso, nos
altimos anos, ha também um crescente interesse nas atividades biolégicas dos
produtos naturais produzidos por determinados insetos, tais como a acado
antimicrobiana do mel e da propolis (ADELMANN, 2005; RAMANAUSKIENE et al.
2009). O Brasil exportou 25 milhées de kg de mel em 2014, totalizando US$ 98,576
milhdes, segundo a Associacdo Brasileira dos Exportadores de Mel (Abemel)
(PORTAL BRASIL, 2015) e apresenta excelente potencial apicola, que visa a
producdo e utilizacdo de produtos como pdlen apicola, geléia real, rainhas,
polinizacdo, apitoxina e propolis (EMBRAPA, 2003).

As abelhas pertencem a Ordem Hymenoptera e possuem um importante papel
na polinizagcdo de vegetagdo nativas e na manutengao da diversidade de plantas,
tornando-as essenciais na conservagao de diversos ecossistemas (KERR et al. 1996).
Ha cerca de 20.000 espécies de abelhas ja descritas, e estima-se que pelo menos
3.000 delas ocorram no Brasil (SILVEIRA et al. 2002; MICHENER, 2007). Dentre as
espécies de abelhas mais frequentes no Brasil, destacam-se: Melipona marginata
(Manduri), a Melipona quadrifasciata (Mandacaia) e a Tetragonisca angustula (Jatai),
estas espécies produzem o mel e a geoproépolis, que é formada da mesma maneira
gue a propolis produzida por outras espécies de abelhas, porém com adicdo de terra
e/ou barro (DA SILVA, ZUCCHI & KERR, 1972; BARTH, 1998; BARTH et al. 1999;
LOPES et al. 2005; NUNES et al. 2013).

A propolis € constituida por 30% de cera, 50% de resinas e balsamos, 10% de
Oleos essenciais e aromaticos e 5% de polen e outras substancias (BURDOCK, 1998).
Com isso, 0 uso de propolis pelo homem é registrado desde tempos remotos
(GHISALBERTI, 1979) e suas atividades biologicas sé@o estudadas extensivamente
(PEREIRA, 2002), tais como antibacteriana, antifingica, antiparasitaria e antiviral
(GRANGE & DAVEY, 1990; DOBROWOLSKI et al. 1991; AMOROS et al. 1992;
SERKEDJIEVA et al. 1992; HIGASHI & DE CASTRO, 1994; BANKOVA et al. 1995;
StEINBERG et al. 1996; KUJUMGIEYV et al. 1999; SFORCIN et al. 2000; ITO et al.
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2001; ORSI et al. 2005; FREITAS et al. 2006). Assim como outras atividades como
anti-inflamatéria, antitumoral, citotoxica, hepatoprotetora, antioxidante e
imunomoduladora (BANSKOTA et al. 2000; AHN et al. 2004; ORSOLIC & BASIC,
2005; SFORCIN, 2007).

Estas atividades estdo ligadas diretamente a composicdo quimica da prépolis,
que apresenta grau de variacdo de acordo com a espécie de abelha, biodiversidade
da vegetacdo de cada regido visitada (KOO et al. 1999; KUJUMGIEV et al. 1999;
SFORCIN et al. 2000; VELIKOVA et al. 2000; MELLIOU & CHINOU, 2004; BANKOVA,
2005; SALATINO et al. 2005; MOHAMMADZADEHET al., 2007). Bankova (2005)
relata que os compostos fendlicos (flavonoides, &cidos aromaticos e seus ésteres) sdo
0s principais metabdlitos secundarios relacionados as propriedades bioldgicas.

Uma das atividades mais avaliadas da propolis € sua acdo antimicrobiana
frente a bactérias, fungos e virus, embora seu mecanismo de a¢éo ainda ndo esteja
completamente elucidado (SANTOS et al. 2003; KILIC et al. 2005; FARNESI et al.
2009). Porém, hd uma escassez de estudos dessas atividades relacionando a
geopropolis produzida pelas abelhas sem ferrdo. Com isso, este estudo visa avaliar a
atividade antimicrobiana, o teor de flavondides totais e de compostos fendlicos, e
também a atividade antioxidante dos extratos de geoprépolis produzidas por trés
diferentes espécies de abelhas (Melipona quadrifasciata, Melipona marginata e

Tetragonisca angustula).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Apicultura no Brasil

Segundo Rocha (2008), a apicultura € a arte ou ciéncia de criar abelhas de
forma racional, sendo uma atividade conhecida por produzir, em menor tempo, 0S
melhores produtos, com o menor custo, visando obter o maior lucro. E uma atividade
milenar com representatividade alimentar e terapéutica, além de contribuir para a
manutencao da biodiversidade, sendo que essa atividade exige investimento incial
relativamente baixo e elevada rentabilidade. Entretanto, devido o surgimento de
doencas e pragas na década de 1950, a apicultura no Brasil sofreu muitas perdas,
estimando-se que 80% das coldnias de abelhas foram dizimadas e por isso surgiu a
necessidade de aumentar a resisténcia das abelhas as doencas. Entdo, em 1956, o
Ministério da Agricultura apoiou a pesquisa do professor Warwick Estevam Kerr em
selecionar colonias de abelhas africanas A. mellifera scutellata produtivas e
resistentes a pragas. Essas abelhas encontraram no Brasil condi¢cdes climaticas e de
vegetacao excelentes para se propagarem e cruzarem com as abelhas europeias, que
haviam sido introduzidas anteriormente, gerando um novo hibrido, as abelhas
africanizadas. A partir disso, caracteristicas como a agressividade na competicédo por
alimento, a grande capacidade de enxameacao e a facilidade de adaptacédo a diversos
climas e ambientes, possibilitaram a expansao das abelhas africanizadas por todo o
Brasil e outros paises proximos (SANFORD, 2005; CARVALHO, 2006; GONCALVES,
2006).

Da década de 1990 a meados dos anos 2000, o Brasil superou a posicao de
16° lugar no ranking dos paises exportadores de mel para o 4° lugar registrando lucro
de US$ 23,1 milhes em 2002. Dados da Confederacdo Brasileira de Apicultura
revelam que a producdo de mel no Brasil alcanca 36 mil toneladas (APL —
APICULTURA DO SERTAO, 2007). A partir da década de 1990 que o Brasil comecou
a receber diversos incentivos econdmicos para agregar rentabilidade ao setor
agropecuario. Em 2002, o setor apicola brasileiro aumentou consideravelmente sua
producdo e comercializacéo, pois a Unido Europeia embargou a comercializacao do
mel proveniente da China devido a residuos de contaminacdo por antibiéticos e os
Estados Unidos acusaram o comércio de mel argentino de concorréncia desleal. Em

2009, a producao do mel cresceu 2,57% nas regides brasileiras, principalmente nas
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regides Nordeste e Sul (NETO & NETO, 2005). J& em 2014, a exportagdo do mel
alcancou a quantidade de 25 milhdes de kg, representando US$ 98,576 milhdes
(PORTAL BRASIL, 2015).

O municipio de Prudentopolis (Parana), local de origem das amostras de
geopropolis utilizadas neste estudo, apresenta caracteristicas propicias a atividade
apicola, que é caracterizada pela presenca de pequenos produtores que extraem e
comercializam seus produtos derivados, utilizam mao-de-obra familiar e mantém
atividades paralelas, seja como principal ou como complementar. No municipio ha 52
apicultores produtores de propolis cadastrados na associacdo dos apicultores de
Prudentopolis (FINGER, 2009; TERNOSKI et al. 2009).

2.2 Abelhas

A ordem Hymenoptera é constituida pelas formigas, vespas e as abelhas,
sendo que dentre estes, as abelhas s&o importantes agentes polinizadores,
responsaveis por manter o fluxo génico em diversas espécies de plantas nativas e
cultivadas nos diversos ecossistemas ao redor do mundo (IDSM, 2013). As abelhas
descendem das vespas que modificaram sua forma de se alimentar, passando a
consumir o pollen das flores ao invés de pequenos insetos e aranhas, num processo
evolutivo com mais de 135 milhdes de anos. Com isso, varias espécies de abelhas
surgiram e atualmente sdo conhecidas cerca de 20 mil espécies (SILVEIRA et al.
2002) e estima-se que 3% dessas ocorram no Brasil (MICHENER, 2007). Deste total,
apenas 2% sao sociais e produtoras de mel, sendo que o género Apis é a mais
conhecida e difundida, cujo seu féssil mais antigo € a espécie ja extinta Apis
ambrustere datada de 12 milh6es de anos. Provavelmente esse género de abelha
tenha surgido na Africa apds a separacdo do continente americano, tendo
posteriormente migrado para a Europa e Asia, originando as espécies Apis mellifera,
Apis cerana, Apis florea, Apis korchevniskov, Apis andreniformis, Apis dorsata, Apis
laboriosa, Apis nuluensis e Apis nigrocincta (EMBRAPA, 2003).

Dentre as espécies de abelhas, os meliponineos ou “abelhas sem ferrao”
(Stingless bee) sdo conhecidos por apresentarem a atrofiacdo do ferrdo, perdendo

assim a capacidade de ferrar. A tribo Meliponini € composta por 59 grupos de abelhas
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e sao classificadas por género e subgénero (SCHWARZ, 1932; MOURE, 1946;
SCHWARZ, 1932 MOURE, 1948; MOURE, 1961; MICHENER, 1990; CAMARGO &
PEDRO, 1992; WILLIE, 1979; MICHENER, 2000; CAMARGO & ROUBIK, 2005;
CAMARGO & PEDRO, 2007; MICHENER, 2007), com mais de 400 espécies nominais
vélidas para a regido neotropical, sendo que esses grupos se encontram distribuidos
nas regides tropicais e subtropicais do mundo (SAKAGAMI, 1982; ROUBIK, 1989). No
entanto, de acordo com Michener (2007), essas abelhas tém sido tratadas como
pertencentes a familia Apidae, subfamilia Apinae e tribo Meliponini (Quadro 1).
Através da consulta ao Catdlogo Moure das espécies de abelhas neotropicais €

possivel chegar a classificacdo da familia Apidae.

Classificacao atual
Classe Insecta
Ordem Hymenoptera
Superfamilia Apoidea
Familia Apidae
Subfamilia Apinae
Tribo Meliponini

Quadro 1 - Classificacédo atual das abelhas sem ferrdo (Adaptado de ISPN, 2012).

Dentre as abelhas da tribo Meliponini que sé@o caracteristicas da Regido Sul do
Brasil, destacam-se a Melipona marginata (Manduri), a Melipona quadrifasciata

(Mandacaia) e a Tetragonisca angustula (Jatai), conforme figura 1 (ISPN, 2012).
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Meljpona campressipes lupara, Jandaira, AC, AN, AP PA,
landalra-Preta RO, RR, TO
Melipcna fasciculats Titba, Urugu-Cinzerta, B2, TO
Morte Melipona satninigra Lrugu-Boca-de-Renda, A, PR
Jandaira -Arrarela
Scaptoligona sp.te Canuda! AC, AN, AP PA,
RO, RR, TO
Melipong asival Mlanduri, Rajada AL, BA,CE, PB,
FE.PI, Rh, SE
Melipcna fasciculats Titha WA, Pl
Melipona mandacaiz MWandagaia AL BA,CE, PB,
PE, P, RN, SE
Mordeste
Melinona quadiifasciata Wandagaia AL, BAPB, PE, SE
Melipona = utellrs Urugu, Lrugu-Mordesting, AL, BA, CE, FE,
Urugu-verdadeira FE, RN, SE
Melipona subnitios Jandaira, Urugu AL, BA, CE, MA FB,
PE. Pl RN, SE
Melipona compressipes Urugu, Jandaira GO, WS, MT
Melpona rufiven s Lrugu-Armarela GO, WS, MT
Centro- . o
ade Melipona srminigra Lrugu WT
SCaptotgona sp.1? Canudo? GO, M5, MT
Telraqonisa angustua? latai G0, Ms, T
Melipona hicalor Guarupd, Guaraipo ES, MG, BRI, 5P
Melinona quadiifasciata Wandagaia ES, MG, RI, SP
Sudeste
Melipona rufivanins Lirugu-Arrarela MG, 5P
Tetragonisca angustula? Jatai ES, WG, Rl SP
Melipona hicalor Guarupl, Guaraipo FR, 5, SC
| Ielipona quadrifasdiata Mandagaia PR, RS, 5C
su
Melpona rrondury Ml nduri FR, B5, 5C
Tetranrwiia s anctla? latAi FE BES S0

Figura 1 — Principais espécies produtoras da Tribo Meliponini criadas nas diferentes regiées do Brasil
(Adaptado de ISPN, 2012).

A espécie Melipona quadrifasciata, conhecida popularmente como
“‘Mandagaia”, tem sua distribuicdo geografica associada a regides que estejam 500
metros acima do nivel do mar. Entretanto, alguns Estados da regido Nordeste ja estao
apresentando a producdo de tais abelhas (BATALHA-FILHO et al. 2009). O mel
produzido por esta espécie € um produto de facil comercializacdo por ser bastante
apreciado e sua producéo € de cerca de 3 litros de mel/colmeia/ano (KLEINERT et al.
2009).

Ja a espécie Melipona marginata (“Manduri”) consta como espécie vulneravel
e esta relacionada com a obtencdo de néctar e pdlen de 59 espécies de plantas, no
Rio Grande do Sul, o que Ihe confere uma caracteristica de generalista (KLEINERT-

GIOVANNINI & IMPERATRIZ-FONSECA, 1987; MARQUES et al. 2004). Ocorre nas
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cidades de Canela, Cambara do Sul, Caxias do Sul, Osorio, Planalto, Sdo Francisco
de Paula e Tenente Portela (WITTMANN & HOFFMANN, 1991; MARQUES et al.
2004).

As abelhas da espécie Tetragonisca angustula (Jatai) sdo adaptaveis e
mansas. O mel produzido por elas é composto de levulose que é mais doce que a
sacarose, apresentando assim um sabor diferenciado e peculiar (LOPES et al. 2005),
além de ser menos viscoso do que o mel produzido pelas abelhas do género Apis,
apresentando diversos efeitos terapéuticos (BREYER, 1983; COOPERNATURAL,
2007).

Os meliponineos (Figura 2) apresentam uma gama de produtos e subprodutos
valorizados economicamente como o mel, pélen e a geopropolis, além da importancia
ambiental da polinizacdo (PALAZUELOS-BALLIVIAN, 2008).

"%
Mandacaia Manduri

Figura 2 - Abelhas sem ferrdo encontradas no territério brasileiro e sua terminologia popular (adaptado
de Manara, 2013; Zlge,2013.

2.3 Propolis e Geopropolis

O termo geoproépolis é utilizado para diferenciar a prépolis produzida pelas
abelhas sem ferrdo daquela produzida por outras espécies (BANKOVA et al. 2000;
PEREIRA et al. 2003; PINTO et al. 2011; BARTH et al. 2013). Outra caracteristica
utilizada para identificar a propolis é a presenca de epiderme com seus anexos como
estbmatos, pélos vegetais (tricomas) e glandulas (WARAKOMSKA & MACIEJEWICZ,
1992; BARTH, 1998, MONTENEGRO et al. 2000; BASTOS et al. 2001;
MONTENEGRO et al. 2001) diferentemente da geopropolis (NOGUEIRA NETO, 1997,
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BARTH & LUZ, 2003; BARTH, 2006) que n&do possui tricomas, e sim a presenca de
sedimento de terra ou barro usado na sua elaboracdo (BARTH, 1998; BARTH et al.
1999). No Brasil, indios usavam a geopropolis na fabricacdo de ferramentas e como
dadiva em sepultamentos (BARTH et al. 2009).

A propolis € utilizada, ha pelo menos, 300 anos a.C. e tem sido empregada na
medicina popular em todo o mundo. Ha relatos de seu uso no Egito, Grécia e Roma
para tratar doencas de pele e para aumentar a imunidade, assim como, 0s antigos
egipcios a utilizavam para embalsamar seus mortos (GHISALBERTI, 1979). Propolis
deriva do grego e significa “em defesa da cidade” (pro = em defesa e polis = cidade /
colméia). E uma substancia resinosa e balsdmico de composi¢éo quimica complexa,
coletado pelas abelhas de brotos, exsudacdes e de outras partes do tecido vegetal,
que é transformada por processos enzimaticos por adicdo de secrecfes salivares.
Nesse sentido, em regides de zonas temperadas, como é o caso de paises da Europa,
América do Norte e Nova Zelandia, a maior fonte de prépolis sdo os exsudatos dos
brotos de espécies Populus (NAGY et al. 1986; GREENAWAY et al. 1987; GARCIA-
VIGUERA et al. 1993; BANKOVA et al. 1996; MARKHAM et al. 1996). Na Venezuela
a espécie Clusia (Guttiferae) € a fonte principal de prépolis (TOMAS-BARBERAN et
al. 1993) e no Sul do Brasil a Araucaria spp. e a Baccharis spp. sdo as fontes primarias
(BANKOVA et al. 1996; MARCUCCI et al. 1998).

A prépolis é utilizada pelas abelhas para protecao, reparo de frestas, danos na
colméia, na construcao de locais assépticos para postura da abelha rainha e ainda na
mumificacdo dos insetos invasores (MARCUCCI, 1995; FRANCO et al. 2000;
PEREIRA et al. 2002). Quanto ao seu uso medicinal, a propolis € empregada na
industria biocosmética e alimenticia (GHISALBERTI, 1979). Segundo Lustosa et al.
(2008), o Brasil ocupa o segundo lugar na producéo de propolis, ficando atras apenas
da China.

A propolis possui grande variacao de cor, passando pelo verde, vermelho até o
marrom, sendo composta principalmente de 30% de cera, 50% de resina e balsamo
vegetal, 10% de 6leos essenciais e aromaticos e 5% de pdlen e outras substancias
(BURDOCK, 1998). No entanto, seus constituintes quimicos podem ser classificados
em primario ou secundario. Os constituintes primarios sdo encontrados na maioria das
prépolis e as caracterizam quimicamente, variando em teores de resina (50 a 60%),
de cera (30 a 40%), de O6leos volateis (5 a 10%), de pdlen (5%), assim como

microelementos como aluminio e calcio (MORENO et al. 1999; PARK et al. 2002;
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FUNARI & FERRO, 2006). Ja a composi¢ao secundaria varia de regido para regiao
onde a prépolis € produzida, a qual depende da flora do local e, portanto, das
caracteristicas geograficas e climaticas da regido (BANKOVA, 2005).

Desta forma, a composicao quimica da propolis é bastante complexa, e ja foram
identificados mais de 300 componentes, cuja expressdo €é dependente da
sazonalidade da flora local, tal fato que representa um desafio para a padronizacéo
de seu extrato (MARCUCCI, 1995; DE CASTRO, 2001). Dentre os componentes,
destacam-se a presenca de compostos fendlicos (flavondides, acidos aromaticos e
benzopiranos), diterpenos, triterpenos, 6leos essenciais e muitos outros (Figura 3).
Essa diferenca na composicdo quimica da prépolis de diferentes origens leva a

expectativa de que possa haver diferencas na acao biolégica de cada uma.

(o) O

N\~ “OH N N “OH

HO Acido p-Cumarico  HO Drupanina
O

Artepelina C

Figura 3 — Alguns compostos fendlicos presentes na prépolis (CHANG et al. 2008).

As atividades mais estudadas da propolis séo a antibacteriana e a antifungica
(MARCUCCI, 1995) além da atividade antiviral (MANOLOVA et al. 1985),

imunomoduladora, antitumoral, anti-inflamatéria e antioxidante (BANKOVA et al.
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2000). Na propolis brasileira, as atividades antibacterianas e antifungicas estdo
associadas a presenca de &cidos prenilados p-cumaricinos e os diterpenos
(BANKOVA, 2005). Estudos demonstram que as propriedades da propolis e suas
atividades biologicas diferem de acordo com a regido geografica em que o produto foi
coletado (MARKHAM et al. 1996). Nesse sentido, a propriedade antimicrobiana da
propolis tem sido extensivamente estudada e seu efeito antibacteriano frente a
bactérias gram-positivas, como S. aureus e E. faecalis, assim como algumas bactérias
gram-negativas tem sido demonstrado por diversos autores (GRANGE & DAVE, 1990;
KUJUMGIEV et al. 1999; SFORCIN et al. 2000; FERNANDES et al. 2001; ORSI et al.
2005; ORSI et al. 2006; SCAZZOCCHIO et al., 2006;).

2.4 A Propolis como potencial alternativa antimicrobiana

A atividade antimicrobiana da propolis da abelha Apis mellifera tem sido
extensivamente relatada por varios autores, como Park et al. (1998) que verificaram
gue o crescimento do Streptococcus foi inibido pela acdo do extrato etandlico de
propolis oriundo de varias regides brasileiras e Fernandes et al. (2001) que relataram
a atividade antibacteriana da prépolis de diversos estados brasileiros contra bactérias
gram-positivas (S. aureus e Enterococcus sp) e frente a espécie gram-negativa E. coli.
Em 1991, Davey & Grange também reportaram que a propolis tem a¢do antibacteriana
contra bactérias gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis, Enterococcus spp.,
Corynebacterium spp., Branhamella catarrhalis e Bacillus cereus) e acao limitada em
bactérias gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa). Kedzia et al. (1990) relataram que
0 mecanismo de acdo antimicrobiano da prépolis poderia ser atribuido ao fenémeno
de sinergismo entre os constituintes quimicos da resina.

Em resumo, a Tabela 1 mostra varios estudos que relatam a atividade
antimicrobiana da propolis frente a varios micro-organismos com viruléncias diferente,
provenientes de cepas selvagens (Staphylococcus aureus; Streptococcus pyogenes;
Enterococcus feacalis; Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa; Candida albicans)
e de cepas padrbes (S.aureus -ATCC 6538-P, 25922; S. pyogenes-ATCC 12204; E.
feacalis-ATCC 29212; E.coli-ATCC 8739, 1053, 25922; P. aeruginosa-ATCC 27853,
9027; B. cereus-ATCC 11778; C.albicans-ATCC 10231, 90028).



Tabela 1- Levantamento da atividade antimicrobiana de diferentes extratos de propolis frente a cepas
ATCC** e cepas selvagens de micrerganismos gram-positivos, gram-negativos e leveduras.

Sensibilidade/ Cim
Microrganismos (ATCC*) Referéncias
n° artigos (ug/mi)
*NR MOHAMMADZADEH ef s/, 2007
8538-P +/2
NR PEPELJNJAK & KOSALEC, 2004

50- 100 ALENCAR et al., 2007

82,5-125 CABRAL etal, 2009

KARTAL et al, 2003; REZENDE et al.,

S.aureus 2008; KOSALEC ef 5/, 2005;
*NR PEPELJNJAK & KOSALEC, 200¢4;
25023 +/12 DAUGSCH ef 5/..2008: BURIOL et al..
Sensibilidade/ CiM
Microrganismos (ATCC*) Referéncias
n° artigos (ug/mi)
S. pyogenes 12204 +11 *NR KOSALEC et al., 2005
— 5. pyogenes ' +1 7.8-107.80 MORENO etal, 1908

1250-310 STEPANOVIC et al, 2003

. s +3 KOSALEC e al., 2005 PEPELINJAK &
E. faecalis 20212 W aiet oo
- = RARTAL & ol 2003
E. feacalis : n 1480—210 MORENO efal, 1000
5730 7 500 MOHAMMADZADER ef al, 2007,
10538 = "NR  BURIOL &f 31, 2000
s R 7875-7500 _ SILICI & KUTLUCA, 2005
o +11 5000- 1250 STEPANOVIC et af, 2003
R NOREND ef al., 15008, KARTAL ef al,,
- NR 2003
E.col - Py "NR __ PEPELINJAK & KOSALEC, 2004
7630 PEPELJNJAK & KOSALEC, 2008,
- BURIOL ef 5/, 2009; KOSALEC et al,,
NR 2005
+14
1875-7500  SILICI & KUTLUCA, 2005
27853
P. aruginosa 5000-1250 STEPANOVIC ef al, 2003
. MORENO et al, 1090; KARTAL et a.,
-12 NR 2003
0027 + 500 WOHAMMADZADER ef o, 2007
B. cereus 11778 +11 "NR PEPELJNJAK & KOSALEC, 2004
750 MOHAMMADZADEH ef al., 2007
10231 +13
KARTAL e al., 2003: REZENDE ef al.,
C. albicans *NR a
2008
00028 *NR 368- 3750  SILICI & KUTLUCA, 2005
71 3102500 STEPANOVIC of 3], 2003
C. albicans »

. *NR SILVA et al, 2008
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No entanto, h& poucos relatos sobre a atividade antimicrobiana da prépolis e
geopropolis produzidas por outras espécies de abelhas, como os reportados por
Miorin et al. (2003) que mostraram a atividade antimicrobiana da geoprépolis coletada
de abelhas da espécie Tetragonisca angustula frente a cepa de Staphylococcus
aureus. Dessa forma, ha necessidade de varios estudos comprovando a atividade
antimicrobiana da geopropolis frente a varias espécies de bactérias e fungos.

Diversos autores tem identificado os compostos quimicos que séo relacionados
as atividades bioldgicas da propolis e da geopropolis oriundos de regides do Brasil e
outros paises (MALTERUD et al. 1985; BANSKOTA et al. 1998; SAWAYA et al. 2002;
SAWAYA et al. 2004; LUSTOSA et al. 2008). Sdo os compostos fendlicos, como a
diidrocampferide (dihidroflavonol) e a isosacuranetina (flavonona), que apresentam

atividade antimicrobiana (FINGER et al. 2013).

2.5 Quantificacdo de flavondides e fendis totais da geopropolis por

espectrofotometria

Muitos métodos tém sido utilizados para o isolamento e identificacdo dos
constituintes da prépolis e uma alternativa analitica que representa baixo custo em
analises de rotina é a espectrofotometria, visto que as substancias fendlicas podem
ser quantificadas por este método. E um método preciso, isto &, reprodutivel,
fornecendo desvios muito pequenos ou nulos entre um ensaio e outro. A andlise por
espectrofotometria de flavondides e fendis totais em amostras de prépolis sdo as mais
comumente realizadas, visto que essa classe esta presente na propolis de qualquer
origem (MARCUCCI, 1996).

Um método muito utilizado para quantificacdo de polifendis é o de Folin-
Cioucalteu. Ele é capaz de determinar simples derivados de benzeno, bem como
hidroxicinamatos, tocoferois e flavonodides. Este método utiliza o reagente de Folin-
Cioucalteu, que é uma mistura de acido fosfomolibidico e fosfotungstico, no qual o
molibdénio se encontra no estado de oxidacdo (cor amarela no complexo
Na:Mo04.2H20); porém, em presenca de certos agentes redutores, como 0s
compostos fendlicos, formam-se os chamados complexos molibdénio-tungsténio

azuis, cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das substancias
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redutoras. A figura 4 mostra a desprotonacdo dos compostos fendlicos em meio
bésico, gerando os anions fenolatos. A partir dai, ocorre uma reacao de oxi-reducao
entre o anion fenolato e o molibdénio do reagente de Folin sofre reducéo e o meio

reacional muda de coloracdo amarela para azul (OLIVEIRA et al. 2009).

COOH coo
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Figura 4- Reacao de desprotonacado de compostos fendlicos em meio basico, gerando o &nion fenolato

H |f\0I

e o0 molibdénio sofre redugao pelo anion fenolato (OLIVEIRA et al 2009).

Na quantificacdo de flavondides totais, a metodologia baseia-se na formacéo
de complexos estaveis entre o cation aluminio com o carbono C4 do grupo ceto e 0s
grupos hidroxilas dos carbonos C3 e C4 de flavonas e flavonéis em meio metandlico
(CHANG et al. 2002). A formacédo do complexo promove um desvio para maiores
comprimentos de onda (deslocamento batocrémico). Desta maneira € possivel
determinar a quantidade de flavonéides no comprimento de onda de 425 nm, evitando-
se a interferéncia de outras substancias fendlicas que também causam uma
intensificagdo na absor¢do (MARCUCCI, 1996). No entanto, a estimativa do teor de
flavondides totais pode estar subestimada na amostra, pois outros flavondides com
estruturas diferentes ndo sdo detectados por este método, como de flavonona que
tem sido detectada na analise por CLAE (FUNARI & FERRO, 2006).



26

Figura 5- Formacdo do complexo Flavondide-Al, em solucdo metandlica de cloreto de aluminio
(Markham, 1982).

2.6 Capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC)

A capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) é utilizado para a
avaliacdo da capacidade antioxidante de uma determinada amostra. O trolox é
caracterizado como um composto antioxidante sintético similar a vitamina E, e é
utilizado para o preparo da curva padrao da metodologia ABTS«+ (ARTS et al. 2004).
Com esse método, pode-se medir a atividade antioxidante para compostos lipofilicos,
hidrofilicos, incluindo flavonéides, hidroxicinamatos, carotendides, entre outros (RE et.
al. 1999). A figura 6 mostra a atividade de estabilizagdo do radical ABTS++ na

presenca de antioxdantes.

50 U—‘ +antioxidante go.- _< U
=" b
H :\‘

M
¢, = CH,

cor: verde-escura cor: verde-clara

Figura 6 — Estabilizacdo do radical ABTS<+ por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato de
potassio (RUFINO et al. 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antimicrobiana e antioxidante de amostras de geopropolis

obtidas das abelhas Melipona quadrifasciata, Melipona marginata e Tetragonisca

angustula, assim como quantificar o teor de compostos fendlicos presentes nestas

geopropolis.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade antimicrobiana dos Extratos Etandlicos de Geopropolis
(EEGP) das abelhas Melipona quadrifasciata, Melipona marginata e
Tetragonisca angustula frente as cepas de bactérias gram-positivas e gram-
negativas com determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da

Concentracéo Bactericida Minima (CBM);

Avaliar a atividade antioxidante dos EEGP das abelhas Melipona
guadrifasciata, Melipona marginata e Tetragonisca angustula pelo método da

capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC);

Determinar o teor de compostos fendlicos totais presentes nos EEGP das
abelhas Melipona quadrifasciata, Melipona marginata e Tetragonisca

angustula;

Determinar o teor de flavondides totais presentes nos EEGP das abelhas

Melipona quadrifasciata, Melipona marginata e Tetragonisca angustula.



4 MATERIAL E METODOS

4.10btencéo e preparo da geopropolis

As amostras de geopropolis analisadas foram produzidas pelas abelhas

Melipona quadrifasciata (Mandacaia), Melipona marginata (Manduri) e Tetragonisca

angustula (Jatai) em apiarios localizados em Prudentépolis, localizada na regido

sudeste do estado do Parana. Em seguida, as amostras foram enviadas ao

Laboratério de Cromatografia e Produtos Naturais (CRONAT) do Departamento de
Quimica (DEQ) da Universidade do Centro-Oeste (UNICENTRO) para anadlise e
preparacao dos extratos etandlicos de geoprépolis (EEGP), conforme descrito por

SCHMIDT, 2010 (Figura 7).
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Figura 7 — Mapa do estado do Parand, localizado ao sul do Brasil, com a regido de Prudentdpolis,
localizada no sudeste do estado, e os locais de coleta da geopropolis. No mapa superior encontram-se
as localiza¢Ges dos apiarios de onde foram coletadas as amostras analisadas. Fonte: SCHMIDT, 2010,

modificado.
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Foram coletadas trés amostras de geopropolis, de trés apicultores de
localidades distintas de Prudentdpolis/PR. A primeira amostra corresponde a
geopropolis coletada da abelha Jatai, seguindo com a amostra 02 coletada da abelha
Manduri e da amostra 03 que foi coletada a partir da abelha Mandacaia, como mostra
0 quadro 2. Apoés a coleta, foram preparados os extratos de geopropolis das amostras,
utilizando &lcool 70% como solvente, e ao final do processo esses extratos foram
evaporados, pesados conforme metodologia descrita por SCHMIDT, 2010. Em
seguida, foram enviados ao Laboratorio de Microbiologia Clinica da Faculdade de

Farméacia/UFPA para avaliacdo das atividades bioldgicas.

Sigla
Amostra 01 Jatai
Amostra 02 Manduri
Amostra 03 Mandacaia

Quadro 2 — Amostras enviadas pelo CRONAT da UNICENTRO, de 03 apiarios localizados na cidade
de Prudentépolis/PR, perfazendo um total de 3 amostras.

4.2 Diluicdo dos extratos para a pesquisa do potencial antimicrobiano da

geopropolis

Para a realizacdo dos testes antimicrobianos, inicialmente foram usados o0s
extratos de geopropolis, sendo diluidos em Dimetilsulféxido (DMSO) a 20% e
homogeneizados em agitador de tubo por 5 minutos. Para a realizacdo dos testes
microbioldgicos foram utilizadas as solugdes estoque de geopropolis da Jatai, Manduri
e Mandacaia (30mg/mL), e a partir destas, foram feitas diluicbes para se chegar as
concentracbes usadas em cada poco da microplaca (25-0,74 mg/mL). Além disso,
cada extrato foi protegido da umidade, luz e do calor, usando-0s somente no momento

do ensaio, em ambiente estéril.
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4.3 Avaliacdo do potencial antimicrobiano da geopropolis

4.3.1 OBTENCAO E MANUNTENCAO DAS CEPAS TESTADAS

Para a realizacao da pesquisa foram utilizadas cepas de referéncia (American
Type Culture Collection - ATCC) dos micro-organismos Enterococcus faecalis ATCC
29212, Staphylococcus aureus ATCC 6538, S. aureus Resistente a Meticilina (MRSA),
Escherichia coli ATCC 8739 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853 obtidas a partir
da colecdo do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Fundacgéo
Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ - Rio de Janeiro) que foram mantidas em agar
nutriente, & temperatura ambiente, no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Para.

Para os ensaios, todas as bactérias foram previamente semeadas em placas
de Petri contendo meio especifico para cada bactéria, para certeza de identificacao
de espécie. O E. faecalis foi semeado em agar Sangue; S. aureus foi semeado em
agar Manitol; E. coli em agar Macconkey e P. aeruginosa em agar Cetrimide. Em
seguida, todas as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas em estufa para

verificacdo do crescimento, para posterior preparacao dos indculos.

4.3.2 PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados foram caldo Mueller-Hinton (MERCK,
Alemanha), agar Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha), agar cetrimide (HIMEDIA,
india), agar nutriente (HIMEDIA, india), agar manitol (HIMEDIA, india), agar
macconkey (HIMEDIA, india) e 4gar sangue (HIMEDIA, india). Estes meios foram
preparados a partir de uma base desidratada disponivel comercialmente e conforme

as instrucdes do fabricante.
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4.3.3 PREPARO DOS INOCULOS BACTERIANOS

Para o preparo dos in6culos bacterianos foram utilizadas cepas de E. faecalis
(ATCC 29212), S. aureus (ATCC 6538), S. aureus MRSA, E. coli ATCC (8739) e P.
aeruginosa (ATCC 25853). A obtencao dos indculos seguiu a norma M7-A9 vol. 32 n°
2 da “Metodologia dos testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluigao
para Bactéria de crescimento Aerdbico” - Norma Aprovada - Nona edicdo do NCCLS
(National Commitee for Laboratory Standards) de janeiro de 2012. ApGs o periodo de
incubacdo, 3 a 4 coldnias dessas bactérias foram selecionadas e transferidas para
tubo estéril contendo 1 ml de meio caldo Mueller-Hinton. Quando necessario, realizou-
se ajustes para o alcance da concentracdo desejada de aproximadamente 1x108
UFC/ml, sendo compativel com a escala 0,5 de Mc Farland. Em seguida, realizou-se
a incubacéo dos tubos, cada um contendo a concentracédo do indculo 1x108 UFC/mI
por 1 hora para alcancar o crescimento exponencial das bactérias. Apos esse tempo,

diluicdes seriadas foram realizadas até a obtencédo do in6culo 1x103 UFC/m.

4.3.4 TESTE DE MICRODILUICAO

O método empregado para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foi a
diluicdo em caldo, por ser considerado um dos testes mais confiaveis para a
determinacdo da atividade antimicrobiana, quando comparado com as técnicas de
difusdo em &gar, sendo escolhida o ensaio de microdiluicdo em placas de 96 pocos
(ALVES et al., 2008). Esse ensaio seguiu a norma M7-A9 vol. 32 n° 2 da “Metodologia
dos testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de
crescimento Aerobico” - Norma Aprovada - Nona edicdo do NCCLS (National
Commitee for Laboratory Standards) de janeiro de 2012.

Para os testes antimicrobianos, os extratos foram padronizados com solvente
DMSO 20%. Em seguida, os extratos foram colocados em tubos de plasticos, e 100uL
de cada concentragéo foi adicionada em pog¢os das microplacas juntamente com
100uL de inoculo bacteriano (1x10® UFC/mL), obtendo as seguintes concentracbes
por poco: 25 — 0,79 mg/ml. Cada ensaio foi realizado em triplicata para cada
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concentracdo de extrato acima descrita e cada bactéria testada. Como controle
negativo foi utilizado o DMSO 20% (solvente) e para controle positivo, 0
antimicrobiano comercial cloranfenicol contra bactérias gram-positivas (250 pug/mL) e
a penicilina-estreptolisina para bactérias gram-negativas (10000unit/20mg). Ao final

deste processo a microplaca foi incubada a 35°C por 24 horas (Figura 8).
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Figura 8 — Esquema de distribuicdo das concentracBes dos extratos na microplaca, incluindo os
controles positivo e negativo. Fonte: Autor.

4.3.4.1 Obtencgdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é considerada como a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um
micro-organismo em testes de sensibilidade, sendo esse um parametro para avaliar a
poténcia in vitro da amostra testada (MENDES, 1997; CLSI, 2009).

A CIM foi estipulada a partir da menor concentracdo dos extratos de
geoproépolis capazes de impedir o crescimento de pelo menos 50% do micro-
organismo avaliado (efeito bacteriostatico). Para a obtencéo de CIM foi utilizado o
parametro da mudanca de coloracdo obtida no teste colorimétrico utilizando a
resazurina (MONTEIRO et al. 2012). A resazurina € um corante com oO6tima
solubilizacdo em agua e apresenta uma coloracéo azul, utilizado como referéncia em
testes para verificar a viabilidade de células, na presenca destas, sofre uma reducao,

sendo transformada em resorufina e mostrando uma coloracdo rosa, como pode ser
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observado na figura 9 (MONTEJANO et al. 2005; ALVES et al. 2008). Sendo assim,
fica estabelecido que o valor da CIM foi definido como a menor concentragéo

encontrada que impediu a mudanca de cor, total ou parcial, do meio na microplaca
analisada (MALACARNE, 2010; MONTEIRO et al. 2012).

Viable Cell

Reduction
Reactions

N
v
(0]
Resazurin Resorufin

Figura 9: Mudancga na estrutura quimica da resazurina apds reacédo de reducdo ao entrar em contato
com células viaveis.

Para isso, apds o termino do tempo de incubagao anterior, 15uL de resazurina
a 0,01% foram acrescentados em cada poco, para identificacdo da CIM (figura 10).
Um periodo de 3 horas foi necessario para a reacdo com a resazurina e entao se
partiu para a interpretacdo dos resultados.
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Figura 10: Esquematiza¢cdo da metodologia usada para a determinag&o da CIM.

4.3.4.2 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A concentracdo Bactericida Minima (CBM) é a menor concentracdo de um
agente microbiano capaz de matar 99 a 100% dos micro-organismos testados. A CBM
foi obtida a partir da técnica de contagem das UFC, sendo considerada a menor
concentracdo do extrato que resultou em nenhum crescimento ou no crescimento de
no maximo trés colbnias por placas, conforme relatado por Quadros et al. (2011).

Esta metodologia foi realizada apds a técnica de microdiluicdo em microplacas,
no qual se obteve o CIM, conforme descrito acima. Para a obtengédo do CBM, 10pL de
cada poco contendo diferentes inéculos bacterianos e extratos de propolis foram
semeados em placas de petri contendo Agar Muller Hinton (AMH), em seguida
incubados por mais 24 horas a 37°C para posterior leitura das Unidades Formadoras
de Colbdnias (UFC) e obtencdo da concentracdo capaz de matar pelo menos 99 a
100% dos micro-organismos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Para

controle positivo, o antimicrobiano comercial cloranfenicol foi utilizado em bactérias
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gram-positivas na concentracdo de 250 pg/ml, ja para bactérias gram-negativas,
penicilina-estreptolisina foi o antibiotico de escolha para controle de positivo, na

concentracdo 10000unit/10mg.

4.4 Determinacdo do teor de compostos fendlicos

As determinagfes do teor de compostos fendlicos dos extratos etandlicos de
geopropolis (EEGP) foram realizadas no Laboratorio de Cromatografia e Produtos
Naturais (CRONAT) do Departamento de Quimica (DEQ) da Universidade do Centro-

Oeste (UNICENTRO), conforme as descri¢cdes abaixo:

4.4.1 CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO

O &cido galico foi diluido em metanol nas concentragdes de 1 a 7 ug/mL, em
balédo volumétrico de 10 mL, onde adicionou-se 500l do reagente de Folin-Ciocalteu,
6 mL de agua destilada, esperou-se 1 min; em seguida, adicionou-se 2 mL de solucdo
de carbonato de sodio a 10% (m/V) e a solucédo foi agitada por 30 segundos.
Completou-se o volume com agua destilada.

A solucdo compensacéo foi preparada da mesma maneira, mas sem adicéo de
amostra. As solucdes permaneceram em repouso por 2 h, em seguida, realizou-se a
leitura em espectrofotobmetro, no comprimento de onda de 760 nm (SOUSA et al.

2007). Cada ponto da curva correspondeu a média de trés determinacgdes.

4.4.2 QUANTIFICACAO DE FENOIS NA AMOSTRA

O extrato seco foi ressuspendido em metanol na concentracao de 100 mg/mL,
a partir deste foi feito uma solugéo a 1 mg/mL em baldo volumétrico de 10 mL, onde

adicionou-se 100 uL de extrato, 500ul do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua
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destilada, esperou-se 1 min; em seguida, adicionou-se 2 mL de solugao de carbonato
de sodio a 10% (m/V) e a solucao foi agitada por 30 seg e completou-se o volume
com agua destilada.

A solucéo compensacao foi preparada da mesma maneira, mas sem adicao de
amostra. As solugdes permaneceram em repouso por 2 h, em seguida, realizou-se a
leitura em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 760 nm (SOUSA et al.
2007). O resultado corresponde a meédia de trés determinacdes. Ele foi comparado

com o teor de substancias fendlicas estabelecidos pela legislacdo (BRASIL, 2001).

4.5 Determinacédo do teor de flavondides totais

As determinacdes do teor de flavondides totais dos extratos etandlicos de
geopropolis (EEGP) foram realizadas no Laboratério de Cromatografia e Produtos
Naturais (CRONAT) do Departamento de Quimica (DEQ) da Universidade do Centro-
Oeste (UNICENTRO), conforme as descri¢cdes abaixo:

4.5.1 CURVA PADRAO DE QUERCETINA COM CLORETO DE ALUMINIO

A quercetina foi diluida em metanol nas concentracdes de 2,5 a 8,5 ug/mL, em
baldo volumétrico de 10 mL, onde adicionou-se 1 mL de solucéo de cloreto de aluminio
a 2,5% (m/V). A solucdo compensacéo foi preparada da mesma maneira, mas sem
adicdo de amostra. As solu¢des permaneceram em repouso por 30 min, em seguida,
realizou-se a leitura em espectrofotometro, no comprimento de onda de 425 nm
(FUNARI & FERRO, 2006). O resultado corresponde a média de trés determinacdes.
Ele foi comparado com o teor de flavonodides totais estabelecidos pela legislacédo
(BRASIL, 2001).
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4.5.2 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES NA AMOSTRA

O extrato seco foi ressuspendido em metanol na concentracdo de 2 mg/mL.
Em bal&o de 25 mL adicionou-se 2 mL desta amostra, 1 mL de solugao de cloreto de
aluminio a 2,5% (m/V) e completou-se o volume com metanol. A solucdo
compensacao foi preparada da mesma maneira, mas sem adicdo de amostra. As
solucdes permaneceram em repouso por 30 min, em seguida, realizou-se a leitura em
espectrofotometro, no comprimento de onda de 425 nm (FUNARI & FERRO, 2006).
Os valores de absorbancias obtidos corresponderam a média de trés determinagdes.

4.6 Determinacgao da atividade antioxidante

O potencial antioxidante foi determinado segundo a sua equivaléncia a um
potente antioxidante conhecido, o trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-
carboxilico; Aldrich Chemical Co 23881-3), analogo sintético hidrossoluvel da vitamina
E. Segue-se o método proposto por Miller et al. (1993), modificado por Re et al. (1999),
em condicdes adaptadas de temperatura, propor¢des relativas dos reagentes e tempo
de mensuracéao.

Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada na reacao entre o ABTS (2,2’-
azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfénico-diamodnio) com persulfato de potassio
(K2S20s), produzindo diretamente o radical cation ABTS**, cromoforo de coloragéo
verde/azul, com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734 e 815nm.
A adicado de antioxidantes a este radical cation pré-formado o reduz novamente a
ABTS, na extensédo e escala de tempo dependente da capacidade antioxidante,
concentracdo de antioxidantes e duracdo da reacao.

Isto pode ser mensurado por espectrofotometria pela observagao da mudanca
na absorbancia lida a 734nm durante um determinado intervalo de tempo. Assim,
extensdo da descoloracdo como indice de inibicdo do radical cation ABTS™ é
determinada como a atividade antioxidante total da amostra, sendo entédo calculada a

sua relagéo com a reatividade do trolox como padréo, sob as mesmas condi¢des.
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Os resultados finais foram expressos em micromoles por litro (mmol/L)
correspondente a concentracao do trolox com capacidade antioxidante equivalente a
da amostra que se pretende estudar, padrdao de medida este denominado trolox
equivalente antioxidant capacity (TEAC). Os testes foram realizados em duplicata

utilizando-se solvente etanol/agua 50% e 90%.



39

5 RESULTADOS

5.1 Atividade antimicrobiana

5.1.2 BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

» Enterococcus faecalis

A figura 11 mostra os valores de CIM e CBM dos extratos de geoprépolis das trés
abelhas frente a espécie E. faecalis. Houve uma excelente atividade da abelha
Manduri, com valor de CIM e CBM de 0,45 mg/ml. A espécie Mandacaia apresentou
boa atividade antimicrobiana (CIM e CBM de 1,53 mg/ml), seguido por Jatai (CIM de
2,99 mg/ml e CBM de 5,98 mg/ml).

MANDACAIA JATAI MANDURI

7,5 3,718 0,9

Figura 11 - Valores da CIM obtidos através de ensaio colorimétrico usando a resazurina, em
microplaca contendo E. faecalis. Os valores estdo expressos em pug/ml, onde (A) representa o valor de
CIM para Mandacaia, (B) representa o valor de CIM para Jatai e (C) representa o valor de CIM para
Manduri, (C-) representa o controle negativo, (I) representa o Indculo e (C+) representa o controle
positivo.
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» Staphylococcus aureus MRSA

A figura 12 mostra que todos os extratos de geoprépolis apresentaram excelente
atividade antibacteriana contra S. aureus MRSA, com destaque para a abelha Manduri
que apresentou valor de CIM e CBM de 0,22 mg/ml, seguida por Jatai (CIM de 1,8
mg/ml e CBM de 7,5 mg/ml) e Mandacaia (CIM de 3,7 mg/ml e CBM de 3,7 mg/ml).

MANDACAIA JATAI MANDURI
15 7,5 3,7{1,80,9 0,45

7,5 3,71,8 0,9 0,45

C+

Figura 12 - Valores da CIM obtidos através de ensaio colorimétrico usando a resazurina, em
microplaca contendo S. aureus MRSA. Os valores estdo expressos em pg/ml, onde (A) representa o
valor de CIM para Mandacaia, (B) representa o valor de CIM para Jatai e (C) representa o valor de CIM
para Manduri, (C-) representa o controle negativo, (I) representa o Inéculo e (C+) representa o controle
positivo.
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» Staphylococcus aureus ATCC

A figura 13 mostra que o extrato de geopropolis da abelha Manduri apresentou
excelente atividade antibacteriana contra S. aureus (cepa ATCC) com valor de CIM
de 0,93 mg/ml e CBM de 1,87 mg/ml. No entanto, os extratos de geoprépolis das
abelhas Mandacaia e Jatai (CIM de 3,7 mg/ml e CBM de 7,5 mg/ml) mostraram uma

atividade moderada frente a esta espécie de bactéria.

MANDACAIA JATAI MANDURI

7,53,7 1,8 0,9 0,45 0,22 7,53,7 1,80,9 0,45 0,22

1,5 3,7 1.8 ﬁ 0,45 0,22

Figura 13 — Valores da CIM obtidos através de ensaio colorimétrico usando a resazurina, em
microplaca contendo S. aureus ATCC. Os valores estdo expressos em pg/ml, onde (A) representa o
valor de CIM para Mandacaia, (B) representa o valor de CIM para Jatai e (C) representa o valor de CIM
para Manduri, (C-) representa o controle negativo, (l) representa o Inéculo e (C+) representa o controle

positivo.
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5.1.3 BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

> Escherichia coli

A amostra de Mandacaia foi a Unica que apresentou atividade antimicrobiana
frente a E. coli com valor de CIM de (15 mg/ml); as demais amostras de geoprépolis
apresentaram valores de CIM superiores a 15 mg/ml. Os valores de CBM séao

superiores a 15 mg/ml nas amostras de Mandacaia, Jatai e Manduri.

Figura 14 - Valores da CIM obtidos através de ensaio colorimétrico usando a resazurina, em
microplaca contendo E. coli. Os valores estéo expressos em pg/ml, onde (A) representa o valor de CIM
para Mandacaia, (B) representa o valor de CIM para Jatai e (C) representa o valor de CIM para Manduri,
(C-) representa o controle negativo, (I) representa o In6culo e (C+) representa o controle positivo.
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» Pseudomonas aeruginosa

Assim como os resultados encontrados na determinacéo do CIM frente a E.
coli, a Unica amostra que apresentou sensibilidade contra P. aeruginosa foi a de
Mandagcaia (15 mg/ml). As demais amostras apresentaram valores de CIM superiores
a 15 mg/ml.

Os valores de CBM séo semelhantes aos do CIM, ou seja, para a amostra de
Mandagcaia (15 mg/ml), Jatai (> 15 mg/ml) e Manduri (> 15 mg/ml).

. MANDURI
ciM MANDACAIA JATAI

15 75 375187 093

15 7,5 375 .87 0,93 15 75 375187 093

k)g)ijkj\/

i._,)\)‘s t"\f)\-ﬂ)

4’

CBM > 15 mg/mL

CBM>15mg/mL | A CBM > 15 mg/mL -

‘ Cs InOculo C+

Figura 15 - Valores da CIM obtidos através de ensaio colorimétrico usando a resazurina, em
microplaca contendo P. aeruginosa. Os valores estdo expressos em pg/ml, onde (A) representa o valor
de CIM para Manacaia, (B) representa o valor de CIM para Jatai e (C) representa o valor de CIM para

Manduri, (C-) representa o controle negativo, (I) representa o Indculo e (C+) representa o controle
positivo.
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A tabela 2 mostra um resumo das Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) das amostras de geopropolis das abelhas

Mandacaia, Jatai e Manduri.

Tabela 2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracédo Bactericida Minima (CBM) dos extratos
de geopropolis.

Bactéria - CIM e CBM (mg/mL)

Methicilin-
Staphylococcus resistant S. Enterococcus  Pseudomonas N :
Extrato de aureus ATCC aureus faecalis aeruginosa Escherichia coli
geopropolis (MRSA)

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

BRI 003 187 022 022 045 045 >15 >15 >15  >15
Mandacaia

3,75 7,50 3,75 3,75 1,53 1,53 15 15 15 >15

Jatai 375 750 187 375 299 598 >15 >15  >15  >15

5.2 Quantificacdo de compostos fendlicos totais

A Figura 16 mostra os percentuais de compostos fendlicos totais presentes na
geoproépolis das abelhas Manduri, Mandacaia e Jatai. Os resultados demonstraram
gue na geopropolis produzida pela abelha Manduri foram encontrados elevados niveis
de teor fendlicos (29%), enquanto na geoprépolis das abelhas Mandacaia e Jatai

foram detectados baixos niveis destes compostos (1,1 e 0,2%, respectivamente).
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Figura 16 — Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais (%) dos extratos etandlicos de

geoproépolis.

5.3 Quantificacdo de flavondides

A determinacédo do teor de flavondides presentes nas amostras de geopropolis
foi mostrada na figura 17, verificando-se que a geoprépolis produzida pela espécie
Manduri também foi a que apresentou maiores niveis de teor de flavonéides (0,7%),
seguida por Mandacaia (0,2%). Por outro lado, a geoprépolis produzida pela Jatai nao
apresentou niveis detectados deste composto através da metodologia de

complexacdo com aluminio.
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Figura 17 — Determinacao do teor de flavondides totais (%) dos extratos etandlicos de geopropolis.

5.4 Atividade antioxidante total

Na andlise da capacidade antioxidante total dos extratos etandlicos de
geopropolis & 50 e 90% (figura 18), observou-se que o0s extratos de geopropolis
proveniente da abelha Manduri apresentaram niveis elevados da capacidade
antioxidante total (2,7 e 2,75 mmol/L, respectivamente). Enquanto que nas amostras
das outras duas espécies foram detectados baixos niveis de antioxidantes
(Mandacaia= 0,31 e 0,20 mmol/L e Jatai = 0,24 e 0,21 mmol/L para os extratos 50 e

90%, respectivamente).
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Figura 18 — Correlagdo da atividade antioxidante total com diferentes concentracbes dos extratos

etandlicos de geopropolis & 50% (A) e & 90% (B).
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O quadro 3, resume os valores do rendimento dos extratos de geoprépolis, teor

de compostos fendlicos e flavondides, e atividade antioxidante total (TEAC).

Rendimento TEAC TEAC
(mmol/L) (mmol/L)
Amostra Extracdo Fendlicos Flavonoides
Etanol 50% Etanol 90%
(%)
(%) (%)

Jatai 80 0,20 £ 0,009 0,0 £ 0,001 0,24 0,21
Mandacaia 60 1,10+ 0,04 0,2 + 0,004 0,31 0,20
Manduri 07 29,0 £ 0,057 0,7 £ 0,047 2,60 2,75

Quadro 3 - Rendimento dos extratos de geoprépolis, teor de compostos fendlicos e flavondides, e

atividade antioxidante total (TEAC).
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6 DISCUSSAO

Para a manutencdo da vida nas colmeias das abelhas, a atividade
antimicrobiana da prépolis e da geopropolis apresenta papel fundamental, sendo esta
devida a efeitos sinérgicos entre os seus diversos componentes quimicos, como o teor
de flavondides, de acidos fendlicos e derivados (BANKOVA et al. 1995; MARCUCCI,
1995; SFORCIN & ORSI, 2005).

Com relagdo a atividade antimicrobiana, nossos dados mostraram que a
geopropolis produzida pelas abelhas sem ferrdo apresentaram atividade
antimicrobiana similar aos estudos encontrados na literatura com o0s extratos
etandlicos de prépolis da abelha Apis mellifera, os quais relatam uma excelente acao
antimicrobiana da prépolis frente as bactérias gram-positivas e moderada inibicao
contra bactérias gram-negativas (MENEZES, 2005; UZEL et al. 2005).

Nesse sentido, Velikova et al. (2000) investigaram a composi¢cdo quimica e a
atividade antibacteriana de proépolis oriundo de abelhas brasileiras, incluindo T.
angustula, Melipona marginata e Melipona quadrifasciata. Segundo eles, o0s
compostos majoritarios encontrados foram os derivados do &cido benzdico,
principalmente o acido gélico, além de diterpenos e triterpenos. Esses extratos foram
ativos contra Staphylococcus aureus, E. coli e Candida albicans, porém né&o elucidam
0 mecanismo de a¢ado antimicrobiana. Além da propolis, alguns autores relataram a
atividade antimicrobiana do mel produzido por esta espécie de abelha (MIORIN et al.
2003; TORRES et al. 2004).

O mecanismo de acao antimicrobiana da prépolis € complexa e é atribuida ao
sinergismo entre os compostos fendlicos e outros componentes presentes na resina
(BURDOCK, 1998) e alguns autores sugerem que esses componentes provocam
danos na membrana citoplasmatica da bactéria, causando assim um aumento na
permeabilidade, refletindo na concentracdo de potassio intracelular (BANKSOTA,
TEZUKA & KADOTA, 2001; MIRZOEVA, GRISHANIN & CALDER, 1997; CUSHNIE et
al. 2007).

Essa diferenca de agdo antimicrobiana se deve a diferente constituicdo da
parede celular entre as bactérias gram-negativas e gram-positivas, ja que uma das
hipoteses sobre a acdo dos flavonoides, acidos e ésteres aromaticos presentes na

propolis seja diretamente na estrutura da parede celular bacteriana (VARGAS et al.
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2004). Embora a parede celular das bactérias gram-negativas ser menos rigida que
as gram-positivas, devido a menor espessura da sua camada de peptideoglicanos, no
entanto, a parede celular das gram-negativas sdo mais complexas quimicamente
(presenca de lipopolissacarideo e lipideos) (VARGAS et al. 2004).

Outros estudos também relatam outros mecanismos de acdo da proopolis,
como Mirzoeva et al. (1997) que mostram que alguns componentes da propolis
alteram a permeabilidade da membrana bacteriana levando a uma diminuicdo no
potencial de membrana devido ao gradiente eletroquimico de prétons através da
membrana. Esse mecanismo é essencial para a manutencéo da sintese de ATP, do
transporte de membrana e para a motilidade bacteriana. J& Cushnie & Lamb (2005)
comprovaram que um importante componente quimico da prépolis, a Galangina, pode
induzir a deplecéo de potassio causando danos ha membrana citoplasmatica, como o
enfraquecimento da parede celular ou a inibicdo de sua sintese resultando em lise
celular.

Interessantemente, em nosso estudo os valores de CIM encontrados para a
espécie S. aureus (ATCC) dos extratos de geopropolis das abelhas Manduri e Jatai
foi maior do que aquele encontrado para o S. aureus MRSA. Ou seja, estes extratos
apresentaram maior inibicao frente a cepa meticilina resistente do que frente a cepa
ATCC. Entretanto, tal resultado também foi encontrado por outros autores (ALCARAZ
et al. 2000; ADELMAN, 2005).

A acdo antibacteriana frente ao S. aureus MRSA provocada pelos flavonoides
€ dependente de suas estruturas moleculares, colocando as chalconas como mais
efetivas quando comparadas as estruturas das flavonas e flavanonas, ja que a regido
carbonilica da molécula esta relacionada a maior atividade anti-MRSA dos flavonéides
(ALCARAZ et al. 2000). Por isso, as diferencas quanti e qualitativas na composi¢éo
de flavondides das amostras de geoprédpolis podem justificar a excelente acdo dos
extratos provenientes das abelhas sem ferrdo frente a cepa S. aureus MRSA.

Em relacédo a quantificacdo dos compostos fendlicos e flavonoides presentes
nas geoproépolis, os resultados mostraram que os teores oriundos da abelha Manduri
apresentou maiores niveis destes compostos, enquanto as geopropolis das outras
abelhas apresentaram niveis baixos (Mandacaia) ou ndo foram detectados (abelha
Jatai) tais compostos. De acordo com o Ministério da Agricultura, o valor minimo

exigido para compostos fendlicos em extratos de propolis é de 0,50% (m/m) e 0,25%
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para compostos flavondides (BRASIL, 2001), caracterizando que apenas 0 extrato
proveniente da abelha Jatai estava em desconformidade com a legislacéo.

Esta variacdo no teor de compostos fendlicos e flavondides entre as diferentes
prépolis ja foi evidenciada por outros autores, como Righi et al. (2013) que avaliaram
a constituicdo quimica de diversos extratos de propolis provenientes de diferentes
estados brasileiros e relataram uma constante variagdo na presenca de compostos
fendlicos nesses extratos de 0,9% a 27,3%. Dutra (2006) analisou o conteudo fendlico
e de flavonoide de geopropolis produzidas no Maranhdo e obteve resultados entre
1,7% a 31,8% para compostos fendlicos e de 0,17 a 6,0 % para flavondides. Ja Cunha
et al. (2009) relataram que os valores de flavonéides e polifendis totais nos extrativos
de geoproépolis de Melipona fasciculata provenientes do mesmo Estado ficaram entre
0,85% a 1,85% e 7,36% a 37,04%, respectivamente.

Esta variagdo no teor de compostos fendlicos e flavonodides nos diferentes
estudos pode ser devido a diferenca na época e tempo de coleta da prépolis, na
vegetacdo ou no tipo de solo coletado pelas abelhas, uma vez que o método de
extracdo e o solvente extrator utilizado nesse estudo foi o mesmo. Nesse sentido,
Cunha et al. (2004) realizaram a avaliacdo do rendimento dos extratos de prépolis
frente ao teor de polifendis variando as solugfes extrativas e os métodos de extracao.
Estes autores observaram que apesar da extragcao com etanol absoluto proporcionar
maior rendimento do teor de soélidos, as solucdes etandlicas entre 60 e 80% (V/V)
levam a um melhor rendimento no teor de substancias fendlicas. Em outro estudo,
Park et al. (1998) avaliaram o rendimento da propolis verde e concluiu que a solucdo
etandlica a 80% (V/V) é a melhor para extracao.

Além disso, Borges & Blochtein (2005) observaram que existe uma diferenca
nas atividades externas de espécies de abelhas sem ferrdo de acordo com as
estacdes do ano, como a atividade de voo e de polinizagédo, o que pode interferir na
expressdo de metabdlicos secundarios ativos em resinas, como a geopropolis, e no
mel, bem como na atividade bioldgica. I1sso pode explicar as diferencas nos teores de
substancias fenodlicas entre os trés extratos analisados, ja que os mesmos foram
coletados em épocas distintas. Além disso, Park et al. (1998) e Koo & Park (1997)
relataram que a ecologia vegetal do local onde a geopropolis foi coletada e a
variabilidade genética das abelhas rainhas podem interferir na composi¢cdo quimica
desta resina. Stock et al. (2010) afirmaram que o teor de compostos fendlicos € maior

nas amostras que apresentam menor tempo de maturagao.
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Em relagéo aos constituintes fendlicos, poucos estudos séo realizados com a
geopropolis, como os realizados por Miorin et al. (2003) que identificaram
componentes da geopropolis produzida de T. angustula (Jatai) que pudessem estar
associados a atividade antimicrobiana, tais como: 3-prenil-4-hydroxicinamico, 3,5-
diprenil- 4-hidroxicinamico, 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano- 6-propenoico, e um
derivado do acido cinamico. Além disso, recentemente, Maia et al. (2014) avaliaram
por espectrometria de massas, 0s constituintes presentes na geopropolis coletada
em Prudentdpolis e relataram os seguintes compostos fenolicos: acido 3,4-diidroxi-5-
prenil-cinamico; diidrocampferide; acido 3- prenil-4-hidroxicinamico; acido (E)-3-{-4-
hidroxi-3-[(E)-4-(2,3- diidrocinamoil oxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenilfenil}-2- propenoico;
isosakuranetina; acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico, também conhecido como
artepillina C, e campferide.

Por outro lado, Bankova et al. (1998) relataram diferencas na composicéo
quimica da geoproépolis das abelhas sem ferrdo da América do Sul, ja que foram
encontradas alguns compostos quimicos, como aldeidos e alguns tipos de
flavonoides, que eram presentes em Melipona sp. e ausentes em Tetragonisca sp.

Uma das principais propriedades atribuidas aos diferentes tipos de prépolis e
seus compostos fendlicos é a sua capacidade antioxidante, visto que podem eliminar
radicais livres (BANSKOTA et al. 1998; CHOI et al. 2006; CABRAL et al., 2009). Em
nosso estudo, a atividade antioxidante do extrato da abelha Manduri também foi a que
apresentou melhor atividade (2,60 a 2,75 mmol/L), fato que pode ser explicado pelo
alto teor de compostos fendlicos e flavondéides encontrados na amostra (MOREIRA et
al. 2008). J4 os demais extratos apresentaram baixas atividades antioxidantes devido
ao baixo teor de polifendis.

O conteudo fendlico total estd relacionado diretamente com a atividade
antioxidante, visto que tais compostos tém sido extensivamente identificados como os
antioxidantes mais abundantes e efetivos nas amostras de propolis brasileiras
(BANSKOTA et al. 1998; APAK et al. 2007; CABRAL et al. 2009). No entanto, o
sinergismo de componentes fendélicos com outros compostos quimicos sao 0s
responsaveis pela agao antimicrobiana da propolis e geopropolis (BANKOVA, 2005).
Sendo assim, ao correlacionarmos a acao antimicrobiana destes extratos com o teor
de substancias fendlicas, incluindo os flavondides, nota-se uma boa acdo
antimicrobiana dos trés extratos de geopropolis frente as bactérias gram-positivas,

incluindo o S. aureus MRSA. No entanto, a espécie Manduri quando comparada as
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outras abelhas, alcancou valores de CIM bem menores frente as bactérias gram-
positivas. Pode-se, entdo, sugerir que os altos valores de substancias fendlicas
presentes no extrato de geopropolis da Manduri podem estar associados a maior
eficacia deste extrato frente a estas bactérias.

Entretanto, a espécie Jatai apresentou valores abaixo do preconizado pelo
Ministério da Agricultura para a presenca de compostos fendlicos, incluindo os
flavondides, e ainda assim mostrou boa atividade antimicrobiana frente as cepas
gram-positivas. Desta forma, pode-se sugerir que o teor dessas substancias nao esta
relacionado diretamente a acgdo antimicrobiana do geoprépolis, evidenciando a
necessidade de revisdo ou incluséo de novos parametros para avaliagéo da qualidade
de extratos de geopropolis das abelhas sem ferrdo, visto que a legislacdo é voltada
para os produtos da espécie Apis mellifera, e ha um crescente aumento da atividade
meliponicula no Brasil. Corroborando, Araudjo (2009) correlacionou a atividade de
diversos extratos de propolis do Brasil com o teor de substancias fendélicas e também
observou que nem sempre a acdo antimicrobiana esta relacionada a presenca ou

mesmo a grande quantidade de flavonoides nas amostras de prépolis.
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7 CONCLUSAO

e Todas as amostras de geopropolis utilizadas nesse estudo mostraram atividade
antimicrobiana frente as bactérias gram-positivas (E. faecalis, S. aureus e S.
aureus MRSA), sendo que a abelha Manduri apresentou menor valor de CIM e
CBM;

e A geoproépolis da abelha Mandacaia foi a que apresentou moderada atividade

antimicrobiana frente as bactérias gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa);

e A geoproépolis da abelha Manduri foi a que apresentou maior teor de compostos
fendlicos e flavondides, seguido da geopropolis da abelha mandacaia, e ambas
estavam em conformidade com os parametros preconizados da Instrucdo
Normativa n° 3 (2001) do MAPA;

e A geoprépolis da espécie Manduri também apresentou elevados niveis de

antioxidante total em relacdo as demais abelhas.

Com isso, neste estudo foi mostrado que a atividade antimicrobiana dos
extratos de geoprépolis ndo esta diretamente associada aos elevados niveis de
compostos fendlicos, incluindo flavonoides, visto que mesmo em baixos niveis destes
compostos, como o geopropolis da abelha Jatai, foi observada excelente atividade
antimicrobiana frente a bactérias gram-positivas. Desta forma, ha necessidade da
criacdo de normas especificas que comprovem a eficacia do geopropolis de espécies
de abelhas sem ferrdo nas atividades biologicas destes extratos que podem estar

relacionadas a outros compostos quimicos néo fendlicos.
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