(CH UNIVATES

UNIVERSIDADE DO VALE DO TAQUARI-UNIVATES
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM AMBIENTE E DESENVOLVIMENTO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA PROPOLIS
DA ABELHA NATIVA TUBI, Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE,

1807) FRENTE AS BACTERIAS Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli

Nilson dos Santos Loiola

Lajeado/ RS, novembro de 2020




Nilson dos Santos Loiola

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA PROPOLIS DA
ABELHA NATIVA TUBI, Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE,
1807) FRENTE AS BACTERIAS Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli

Dissertagao apresentada ao Programa de Pds-
Graduagao em Ambiente e Desenvolvimento, da
Universidade do Vale do Taquari — Univates,
como parte da exigéncia para a obtencdo do
titulo de Mestre em  Ambiente e
Desenvolvimento, na linha de pesquisa
Tecnologia e Ambiente.

Orientador: Prof. Dr Eduardo Miranda Ethur

Lajeado/RS, novembro de 2020



Nilson dos Santos Loiola

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA PROPOLIS DA
ABELHA NATIVA TUBI, Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE,
1807) FRENTE AS BACTERIAS Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli

A Banca examinadora abaixo aprova a Dissertagao apresentada ao Programa de Pés-
Graduacao em Ambiente e Desenvolvimento, da Universidade do Vale do Taquari —
Univates, como parte da exigéncia para a obtencgao do titulo de Mestre em Ambiente

e Desenvolvimento, na linha de pesquisa Tecnologia e Ambiente:

Prof. Dr. Eduardo Miranda Ethur — Orientador

Universidade do Vale do Taquari — Univates

Prof. Dra. Simone Stulp

Universidade do Vale do Taquari — Univates

Prof. Dra. Alessandra Nejar Bruno
Instituto Federal de Educacado, Ciéncia e
Tecnologia do Rio Grande do Sul — IFRS

Prof. Dra. Carla Kauffmann

Universidade do Vale do Taquari — Univates

Lajeado/ RS, 25 de novembro de 2020



Dedico este trabalho ao meus avos paternos
Edézia de Souza Pinto (em memoria) e Hozano
Loiola Pinto (em memoria) em gratiddo por todos
0s ensinamentos. Aos meus pais, minhas irmas
Izabela dos Santos Loiola e Daniella dos Santos
Loiola por acompanharem essa caminhada e
em especial ao meu sobrinho Heitor Loiola
Araujo, pelas alegrias proporcionadas.



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Pés-Graduagdo em Ambiente e Desenvolvimento da

UNIVATES pelos ensinamentos e vivéncias.
Ao professor Dr Eduardo Miranda Ethur pela calma, serenidade e dominio.

A Ani Caroline Weber, bolsista de iniciacdo cientifica da UNIVATES, por todo

apoio nas atividades laboratoriais.

A grande amiga Dr? Antonia Amanda Cardoso de Almeida (pesquisadora do
Programa de Pd6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da UFPI) e sua colega de
trabalho Msc. Layana Karine Farias Lima (pesquisadora do Laboratério de Produtos
Naturais e de Neuroquimica Experimental da UFPI), pelas contribuicbes para a

caracterizagao da propolis.
Ao meliponicultor Wilson Amorim Mello, pela receptividade e confianca.

A minha familia do coragao, Alane, Thiago, Heloisa, Clarice, Kassia, Aline e

Salatiel, por todas as conversas, companheirismo, vinhos e devaneios.

Aos meus colegas de curso, Gabriela e Mauricio, por tornar tudo bem mais

agradavel.

A todos que estiveram por perto nessa trajetéria e que, de alguma forma,

tentaram me acalmar.

E, em especial, a Deus, por toda protecao e discernimento.



RESUMO

A propolis € um produto natural oriundo das atividades das abelhas e que vem sendo
utilizado na fitoterapia e em pesquisas por decorréncia de seu potencial
antimicrobiano, antifungico, antiprotozoario, antiviral, além de seu reconhecido
potencial antioxidante. Ela € um produto de composicao variavel com destaque para
a propolis formada pelo grupo das meliponinas ou abelhas sem ferrdo, e que tem
despertado interesse cientifico pois a diversidade e riqueza de compostos bioativos
constituintes desse recurso natural lhe conferem propriedades uteis a industria bem
como a saude. O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano do
extrato etandlico da propolis da abelha nativa Scaptotrigona affinis postica, criada em
meliponario da cidade de Barra do Corda — MA, frente as bactérias Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli,
como uma possibilidade de uso de um recurso natural eficaz no controle dessas
bactérias e maleficios associados a ocorréncia delas. A propolis bruta e o extrato
etandlico da propolis foram caracterizadas sensorialmente quanto a sua consisténcia,
coloracao, sabor e granulometria. As caracteristicas fisico e quimicas avaliadas, tanto
para a prépolis bruta como para o extrato etandlico da propolis (EEP) foram o teor de
umidade, teor de cinzas, teores fenodlicos, com base no Equivalente de Acido Galico
(EAG), e de flavonoides totais, com base no Equivalente de Quercetina (QE), que
foram quantificados e extrapolados em curva padrao de acido galico e quercetina
(respectivamente), além da determinacéo do seu indice de oxidacdo. A avaliacédo do
potencial antimicrobiano foi realizada por meio da técnica de Difusdao em Disco, sendo
utilizado como padrao antibacteriano o ciprofloxacino a 60 ug/mL, além da testagem
do EEP nas concentracdes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL. Os teores
médios de fendlicos totais foram de 1,54% e 2,10% mg de EAG/100 g para testes com
as concentracdes de 1 mg/mL e de 2 mg/mL de prépolis bruta, respectivamente, e
1,42% e 2,70% mg de EAG/100 g para testes com as concentragbées de 1 mg/mL e de
2 mg/mL de extrato etandlico da prépolis, respectivamente. Os teores médios de
flavonoides totais encontrados foram de 7,15% e 13,09% mg de QE/100 g para testes
com as concentragdes de 1 mg/mL e de 2 mg/mL de proépolis bruta, respectivamente,
e 13,08% e 26,46% mg de QE/100 g para testes com as concentragbes de 1 mg/mL
e de 2 mg/mL de extrato etandlico de propolis, respectivamente. As amostras de
propolis apresentaram um indice de oxidagdo médio de 7s para os testes com extrato
etandlico de prépolis e de 3s para os testes com a prépolis bruta. Os resultados
indicam que as amostras de propolis e de seu extrato etandlico, coletadas em Barra
do Corda — MA, apresentam teores de fendlicos e flavonoides que Ihe conferem algum



potencial antioxidante e anti-inflamatério no entanto, apesar de ser atribuido ao
propolis atividade antimicrobiana, no presente estudo esta ndo foi observada uma vez
gue as amostras de EEP nas concentracfes de 0,25; 0,5; 1 e 2 mg/mL nao tiveram
acao antimicrobiana frente os microrganismos testados, requerendo mais estudos e
caracteriza¢des que contribuam para o conhecimento desse produto natural.

Palavras-chave: Meliponinas. Propolis. Antimicrobiano



ABSTRACT

Propolis is a natural product derived from the activities of bees and has been used in
herbal medicine and research due to its antimicrobial, antifungal, antiprotozoal,
antiviral potential, in addition to its recognized antioxidant potential. It is a product of
variable composition with emphasis on the propolis formed by the group of meliponins
or stingless bees, and which has aroused scientific interest because the diversity and
richness of bioactive compounds that make up this natural resource give it useful
properties for industry as well as health. The objective of this work was to evaluate the
antimicrobial potential of the ethanol extract of propolis from native bee Scaptotrigona
affinis postica, raised in a meliponary of the city of Barra do Corda - MA, against the
bacteria Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans and
Escherichia coli, as a possibility of using an effective natural resource to control these
bacteria and harms associated with their occurrence. The raw propolis and the ethanol
extract of propolis were sensorially characterized in terms of consistency, color, flavor
and granulometry. The physico and chemical characteristics evaluated, both for crude
propolis and for the ethanol extract of propolis (EEP), were the moisture content, ash
content, phenolic, based on Gallic Acid Equivalent (GAE), and total flavonoid contents,
based on Quercetin Equivalent (QE), which were quantified and extrapolated in a
standard curve of gallic acid and quercetin (respectively), in addition to determining its
oxidation index. The evaluation of the antimicrobial potential was performed using the
Disc Diffusion technique, with ciprofloxacin at 60 pg/mL being used as an antibacterial
standard, in addition to testing the EEP at concentrations of 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL,
1 mg/mL and 2 mg/mL. The average levels of total phenolics were 1.54% and 2.10%
mg of EAG/100 g for tests with the concentrations of 1 mg/mL and 2 mg/mL of crude
propolis, respectively, and 1.42% and 2.70% mg of EAG/100 g for tests with the
concentrations of 1 mg/mL and 2 mg/mL of ethanol extract of propolis, respectively.
The average levels of total flavonoids found were 7.15% and 13.09% mg of QE/100 g
for tests with the concentrations of 1 mg/mL and 2 mg/mL of crude propolis,
respectively, and 13.08% and 26, 46% mg of QE/100 g for tests with concentrations of
1 mg/mL and 2 mg/mL of ethanol extract of propolis, respectively. The propolis samples
had an average oxidation index of 7s for tests with ethanol extract of propolis and 3s
for tests with crude propolis. The results indicate that the samples of propolis and its
ethanolic extract, collected in Barra do Corda - MA, have levels of phenolics and
flavonoids that give it some antioxidant and anti-inflammatory potential, however,
despite being attributed to propolis an antimicrobial activity, in the present study this
was not observed since the EEP samples at concentrations of 0.25; 0.5; 1 and 2 mg /



mL had no antimicrobial action against the tested microorganisms, requiring further
studies and characterizations that contribute to the knowledge of this natural product.

Keywords: Meliponins. Propolis. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

As abelhas (Hymenoptera: Apoidea) sao insetos com pegas bucais
especializadas em sugar e mastigar, que passam por metamorfose completa (ovo —
larva — pupa — adulto voador), alimentam-se de néctar e pélen (fontes de proteinas,
principalmente para o crescimento das larvas) e vivem muito bem numa sociedade
permanente com diversos individuos separados por castas (operarias, zangdes e
rainha). Dentro do grupo, cada casta se encarrega de uma atividade em que a rainha
se dedica a postura das novas crias, os zangdes fecundam as novas rainhas e as
milhares de operarias constroem e guardam a colmeia, se encarregam da alimentacao
da sociedade, obedecem a rainha, sdo responsaveis pela criagdo dos membros
jovens, além de coletarem resinas da flora entorno para cimentar e fechar fendas na
colmeia, protegendo do vento, umidade ou mesmo da entrada de invasores (STORER
et al., 1991).

Estudos sobre as abelhas bem como dos produtos inerentes ao nicho
ecoldgico desses insetos sdo de extrema importancia para o entendimento do meio
natural e da conservacao da biodiversidade local, ndo so6 pelos beneficios agregados
ao mel, mas também pelo servico ambiental prestado através da polinizacao e
manutengdo dos ecossistemas naturais. Além disso, desempenham papel
fundamental na agricultura e na producao de alimentos que, segundo estimativas, um
terco da alimentagao humana é resultado direto e/ou indireto da polinizagao realizada
pelas abelhas (VILLAS-BOAS, 2018).



16

As abelhas encontram-se reunidas dentro da superfamilia Apoidea que integra
as familias Adrenidae, Colletidae, Dasypodaidae, Halictidae, Megachilidae,
Meganomiidae, Melittidae, Stenotritidae e Apidae, compreendendo cerca de 20.000
especies de abelhas pelo mundo, boa parte dessas estando presentes no Brasil, como
€ o0 caso da abelha Tubi, Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE, 1807), objeto deste
trabalho (PIANARO, 2012).

Assim como a Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE, 1807), as abelhas
nativas do Brasil sdo alvo de importantes estudos, uma vez que fomentam a
meliponicultura (criagcado de abelhas nativas), os métodos tradicionais de manejo das
mesmas, a viabilidade de geracdo de emprego e renda, além das praticas de

conservacgao dos ecossistemas envolvidos nessa atividade.

De modo geral, as abelhas se classificam em: solitarias (aproximadamente
80% das espécies), cuja fémea cria e cuida sozinha do ninho e acaba morrendo antes
das proles nascerem, inviabilizando o contato entre geragdes; parasitarias
(aproximadamente 15% das espécies) com fémeas que fazem uso de células de cria
de outras espécies para ovopositar e suas larvas, ao nascerem, se alimentam dos
nutrientes disponiveis no habitat invadido, levando as larvas da colmeia hospedeira a
morte; e existem ainda as abelhas sociais (aproximadamente 5% das espécies de
abelhas), nesse grupo se encontram abelhas 6timas para a polinizagado e produgéo
de mel como a Apis mellifera e a Scaptotrigona spp. e que se caracterizam por viverem
em coldnias com varios individuos e terem as fémeas divididas em castas. O grupo
das abelhas sociais € o dominante no Brasil (PIANARO, 2012).

Em seus habitats naturais, as abelhas podem se estabelecer em cavidade de
rochas, arvores, etc., dependendo das condicdes do meio, incidéncia de predadores
e acgdes antropicas, sendo, por tanto, estudadas também como indicadoras das
condigcbes de equilibrio do meio em que séo encontradas
(PEREIRA; SOUZA; LOPES, 2017).

O mel foi, durante milénios, praticamente o Unico adogante conhecido pelos
seres humanos, enquanto a cana-de-acucar ja era cultivada na india ha uns trés mil
anos, mas s6 chegou ao norte da Africa e & Europa meridional por volta do século VIII
d.C. (WOLKE, 2003).
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O mel produzido pelas atividades gastricas das abelhas possui em média 17%
de agua e 77% de agucares, com pequenas quantidades de minerais, enzimas e
polen, podendo ter cor variavel entre um branco-agua a tons bem escuros, além de
variagdes de sabores, um resultado das variadas fontes de néctar da flora local
(STORER et al., 1991).

Atualmente as abelhas, nativas ou n&o, sao importantes para diversas areas
de estudo, ndo so pelo mel, mas por seus exemplos de organizagao ecoldgica e por
todos os demais produtos e subprodutos dessas atividades, com destaque para a
produgado de propolis e geopréopolis, amplamente trabalhados na meliponicultura
(SFORCIN et al., 2017).

A propésito, a meliponicultura € um ramo de trabalho da zootecnia que se
dedica a gestdo e propagacgdo das meliponinas, abelhas sem ferrdo, sendo uma
atividade antiga por todas as Américas e amplamente difundida pelo Brasil (LEAO,
2016).

Desde o inicio da humanidade esta vem aprendendo a aplicar os recursos
naturais em beneficio da saude e dentre esses recursos esta o uso da préopolis, cujos
primeiros registros de emprego na medicina foram descritos pelos assirios, gregos,
romanos, incas e egipcios, se estendendo até a contemporaneidade (LUSTOSA,
2007).

A prépolis € um produto variavel e resultante da ecologia das abelhas e que,
mesmo com as variagbes de composig¢ao ja relatadas na bibliografia acerca do
assunto, possui compostos bioativos capazes de, dentre outros efeitos, limitar ou inibir
a proliferagado bacteriana, o que confere uma grande importancia desse produto

natural para a industria farmacéutica e para a medicina popular.

Ela se caracteriza como uma substancia complexa em sua formacado e
composicao, formada de resinas, polen, secrecbes orais das abelhas e demais
elementos naturais que variam de acordo o0s recursos naturais disponiveis e

acompanhando fatores de sazonalidade dos recursos vegetais.

Cerca de 300 compostos, relacionados a diversos beneficios, ja foram
identificados em diferentes amostras de propolis, incluindo: ésteres de acidos
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fendlicos, diversos flavondides, terpenos, p-esterdides, alcoois e aldeidos aromaticos,

sesquiterpenos, naftalenos, dentre outros (LUSTOSA, 2007).

Tal complexidade e variagdo € um dos pontos de maior relevancia para
realizacao de pesquisas em torno da propolis, uma vez que essa falta de padronizacao
instiga novas pesquisas sobre seus principios bioativos, suas concentragdes e reais

aplicabilidades dos mesmos.

Existe, por tanto, um interesse cada vez maior da industria em conhecer os
mecanismos de agao de produtos de origem natural como a propolis, com destaque
para a industria farmacéutica, muito estimulada pela busca de métodos naturais de
promover a saude humana, reduzindo possiveis efeitos adversos, como no combate
a agentes microbianos a exemplo da Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,

Streptococcus mutans e Escherichia coli.

As bactérias anteriormente listadas apresentam expressivo potencial
infeccioso, podendo estar associadas a casos de mortalidade, além de possuirem
relevantes mecanismos evolutivos de resisténcia e proliferagdo, mesmo quando
submetidas a variadas condi¢des, o que levanta grande preocupagao para a Saude
Publica, pois requerem agdes de vigilancia constante e chamam a atencdo para

estudos gerais nas areas da Microbiologia, bem como na Industria de Alimentos.

Mesmo a humanidade ciente de todos os beneficios com a criacdo das
abelhas a sua incidéncia esta diminuindo, suprimidas pelo fenébmeno denominado
CCD (Colony Collapse Disorder ou Sindrome do Colapso das Colénias) onde o
responsavel por essa crise € um conjunto de fatores provenientes do agronegécio. A
expansao das fronteiras agricolas em larga escala (destruidora de habitats naturais
das abelhas e limitadora das suas areas de sobrevivéncia), a homogeneizagcado dos
habitats naturais por consequéncia das monoculturas, reduzindo a diversidade e
abundancia das flores e o uso indiscriminado de agrotoxicos que envenenam e
promovem um efeito biocida sobre esses insetos sao algumas das possiveis causa
de CCD oriundas do agronegdcio (VILLAS-BOAS, 2018).

O fenbmeno CCD, largamente acompanhado nos Estados Unidos e Europa,

tem despertado estudos também no Brasil, sendo relevante para entender a sanidade
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apicola do pais, visto que esta contribui com a polinizagéo de cerca de 70% das suas
plantas cultivadas, ou seja, a riqueza de espécies de abelhas e a atividade ecoldgica
desempenhada por elas representam um aporte econdmico significativo para a
producao agricola, fato esse que se soma a importancia e valoragéo da producéao de
mel e demais produtos apicolas como a propolis e o geopropolis das abelhas nativas
(PIRES, 2016).

Nesse sentido, o presente trabalho analisou amostras de propolis de
meliponario de area ribeirinha ao Rio Mearim, na cidade de Barra do Corda — MA,
centro sul maranhense, para avaliar o potencial antimicrobiano da prépolis da abelha
nativa Tubi, Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE, 1807) frente a bactérias Gram-
positivas (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans)
e da bactéria Gram-negativa (Escherichia coli) comparando sua agao com a de
agentes antimicrobianos de primeira escolha da medicina, servindo de indicativo da

presenca de principios bioativos provenientes da flora local na propolis estudada.

O tema dessa dissertacdo € a acao antimicrobiana da propolis da abelha
nativa Scaptotrigona affinis postica (LATREILLE, 1807), com a delimitagcado de avaliar
a bioacdo da propolis frente a culturas das bactérias Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli e se justificou pelas
possibilidades de propiciar métodos sustentaveis de combate a Listeriose, infec¢des

diversas, diarreias, além de possiveis aplicagbes para a odontologia.

Foi definido como objetivo geral da pesquisa avaliar a atividade antimicrobiana
de amostras da prépolis da abelha nativa Tubi, Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE,
1807), encontrada na cidade de Barra do Corda — MA, de modo a indicar a presenca
de possiveis principios ativos importantes para uso na industria farmacéutica,

alimenticia, dentre outros ramos da industria.
Os obijetivos especificos foram descritos da seguinte forma:

a) Avaliar caracteristicas fisicas e quimicas de amostras de propolis frente a
padrdes da Instrugcao Normativa N° 3, de 19 de Janeiro de 2001;

b) Avaliar a agdo antimicrobiana de extrato etandlico de prépolis, diluido em
diferentes concentracbes, da abelha Scapfotrigona aff. postica
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(LATREILLE, 1807) sobre cepas das bactérias Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli.

Este trabalho esta organizado sob a forma de cinco capitulos que abordam o
tema na seguinte sequéncia: o primeiro capitulo contempla a introducao, tratando de
topicos gerais sobre o referencial teérico para a pesquisa, a problematizacdo do

mesmo, a justificativa para a sua implementacéo e os objetivos da pesquisa.

O segundo capitulo trata da revisdo de literatura, apresentando conceitos
importantes ao entendimento da ecologia das abelhas e do valor quimico agregado
aos produtos e subprodutos dos servigos ecossistémicos das mesmas. Na primeira
parte desse capitulo consta uma caracterizacdo de Barra do Corda/MA (local da
pesquisa) e da abelha nativa dessa regiédo (objeto de estudo), seguidos dos aspectos
sociais das abelhas, de uma forma geral, para entdo descrever o grupo das abelhas
nativas do Brasil (Meliponinas), os grupos de bactérias escolhidas para o estudo e os

principios bioativos, relacionados a propolis, citados pela literatura.

O terceiro capitulo foi destinado a descricdo do contexto da pesquisa, dos
procedimentos metodolégicos adotados, desde a classificagdo da pesquisa até a

execucao de praticas laboratoriais e a tabulagdo das informacg6es obtidas.

No quarto capitulo foram descritos os resultados e discussfes possibilitados
de acordo os dados obtidos nas analises e, para encerrar a pesquisa, no quinto
capitulo foram feitas as consideracdes finais, os apontamentos acerca do que foi
possivel concluir, além das observacgfes sobre os possiveis estudos capazes de dar
continuidade no tema abordado para sua melhor compreenséo e aplicagdo no

cotidiano.



2 REVISAO DE LITERATURA

A prépolis € uma mistura multifuncional produzida e utilizada pelas abelhas
como elemento estruturante, defensivo e mantenedor da colmeia, com uma
composicdo quimica muito complexa e de inUmeras propriedades farmacologicas ja
estudadas durante séculos pela humanidade. A presenca de compostos bioativos e
sua aplicacdo na saude sdo caracteristicas resultantes de uma interacdo de fatores
sobre a formulagéo da prépolis como a localizacdo da colmeia, 0s recursos vegetais
disponiveis como fonte de busca de elementos, o pais de origem, a esta¢do do ano,
dentre outros (LUSTOSA et al. 2008).

2.1 Fitogeografia de Barra do Corda — MA

O clima maranhense se classifica basicamente como um aspecto transitério
entre caracteristicas amazoénicas e caracteristicas tropicais com duas nitidas estacdes
definidas “uma seca e outra chuvosa”, onde ou o clima € marcado por ser menos

pluvioso ou ha o registro de grande estacao chuvosa (TORRES et al., 2016).

Barra do Corda é uma cidade da regido central do estado, de bioma

predominante o Cerrado e que possui tipologia climatica classificada como C,SA’a’,
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ou seja, seco e subumido, com excesso moderado no inverno e megatérmico
(MARANHAO, 2002).

O més de maio € caracteristico em Barra do Corda - MA por marcar o inicio
da diminui¢do das chuvas, o que se intensifica no periodo compreendido entre os
meses de junho a dezembro, com reposicao significativa das chuvas a partir do més
de janeiro, podendo contar com excedentes entre os meses de fevereiro a abril
(SOUZA et al., 2015).

O perfil floristico atual € resultado de remanescentes da vegetacao original
em estagios secundarios de sucessdo somados a muitas espécies gradualmente
introduzidas pelos moradores. A area de coleta da propolis se encontra com
progressiva presenga antropica, com o estabelecimento de residéncias no seu
entorno, sendo comum encontrar espécies de plantas ornamentais e medicinais
trazidas pelos moradores, o que transformou a vegetacao local num mosaico formado
por resquicios de pastagens, florestas abertas e vegetacdo exédtica, além da

degradacéo resultante da ocupacéo humana (MARANHAO, 2002).

Segundo Souza et al. (2015) estudos sobre aspectos polinicos da propolis da
abelha Scaptotrigona aff. postica revelaram que no entorno das colmeias, em Barra
do Corda-MA, existem plantas das familias das Amaranthaceae, Anacardiaceae,
Apiaceae, Apocynaceae, Aquifoliaceae, Arecaceae, Asteraceae, Bignoniaceae,
Boraginaceae, Burseraceae, Cactaceae, Caryophyllaceae, Commelinaceae,
Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Cyperaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Flacourtiaceae, Lamiaceae, Lythraceae, Malpighiaceae, Malvaceae,
Melastomataceae, Meliaceae, Myrtaceae, Nyctaginaceae, Phyllanthaceae, Poaceae,

Rubiaceae, Rutaceae, Salicaceae, Sapindaceae, Sapotaceae e Solanaceae.

Souza et al. (2015) também encontraram alguns graos de pdlens que nao
favoreceram a determinacao da familia pertencente, sendo que no estudo ocorreu
uma maior frequéncia de pdlen da familia das Fabaceaes e das Rubiaceaes e
pequena frequéncia de pdlen anemdfilo das familias Cyperaceae e Poaceae, o que
pode estar relacionado a fatores atrativos as abelhas, maior produgao de resina em
detrimento a produgao de graos de polen por parte da planta e a presenga de pdlen

trazido pelo ar, o que contaminou a colmeia local.
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Estudos qualitativos e quantitativos dos graos de polens presentes na propolis
de uma colmeia permitem identificar os taxons vegetais que interagem nos servigos
ecologicos estabelecidos pelas abelhas, permitindo inferéncias acerca da origem dos
produtos apicolas bem como a sua caracterizagao sendo, portanto, a caracterizacao
palinologica da colmeia um dado importante para compreender as interagdes
ecoldgicas das abelhas com a flora local, a sazonalidade da vegetacao e do clima, ao

mesmo tempo que caracteriza fitogeograficamente a regido (D’ALBORE, 1979).

2.2 Abelha Tubi, Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE, 1807)

Tubi € o nome popular dado a um grupo de abelhas facilmente adaptaveis,
altamente reprodutivas (quando comparadas a outras abelhas nativas) e com
colmeias muito populosas, o que facilita a multiplicacdo de colmeias em caixas,

troncos de arvores, dentre outros suportes (SILVA, 2009).

O Brasil possui cerca de 400 espécies de abelhas nativas sendo as mais
famosas a jatai, mandacaia, urugu e jandaira. Nesse grupo se encontra o género
Scaptotrigona (Moure, 1942) que é formado de 24 espécies, conhecidas popularmente
como abelhas canudo, mandaguari, tubi e tubiba e dessas a tubi, como é
popularmente chamada a espécie Scaptotrigona affinis postica (Latreille, 1807), mede
menos de um centimetro e esta presente mais ao sul do Maranhao, sul do Piaui e
norte do Tocantins podendo ser encontrada também nos estados da Bahia, Ceara,
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Pernambuco e Séo
Paulo, onde tem instigado diversas pesquisas sobre seu nicho ecoldgico e produtos
derivados de seus servigos ecossistémicos (SILVA, 2009; SANCHES, 2014).

Elas sdo abelhas altamente sociais e que facilmente constroem ninhos
podendo utilizar para isso arvores vivas, fendas em rochas ou mesmo em cavidades
artificiais que possuam uma entrada caracteristica, semelhante a um tubo, o que
motivou a nomenclatura usual de abelha Tubi (SANCHES, 2014).
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Apesar de serem abelhas nativas, sem ferrao e de facil criacdo, elas
demonstram comportamento hostil quando em situagées que perturbam a ordem da
colmeia, fazendo uso de suas fortes mandibulas para morder um possivel invasor, por
isso, é aconselhavel o uso de vestimentas adequadas no manuseio das colmeias
(VILLAS-BOAS, 2012).

As abelhas S. aff. postica também se destacam pela grande quantidade de
prépolis e seus derivados produzidos nas colmeias, fato esse que néo se repete por
todas as espécies e quanto a producido de mel esse quantitativo nao passa de 10%
quando comparado ao total de compostos produzidos. Esse baixo teor de mel é ainda
a principal fonte de nutrientes dessas abelhas, especialmente nas primeiras fases de
seu desenvolvimento, por isso, de forma comercial, a criacdo de S. aff. postica foca
na exploragédo de pélen, propolis e geoprdpolis que também esta intimamente ligada
a agricultura pelo fato dessa abelha ter uma importancia significativa na polinizagcao
de espécies de culturas nativas (SILVA, 2009; LEAO, 2016).

Na regido de Barra do Corda — MA, produtos a base da propolis da
Scaptotrigona aff. postica, como pomadas e extratos, ja s&do usados com finalidade
medicinal, inclusive por meio de indicagao meédica, principalmente para agado anti-
inflamatdria no trato respiratério e tratamento de feridas e queimaduras na pele
(SILVA, 2009).

2.3 A construcéo social das colénias

As colonias de meliponineos sdo construidas com trés materiais basicos:
cera, barro e resina vegetal, sendo estes usados puros ou misturados com outros
compostos originando o cerume (mistura entre cera pura e resinas vegetais, com
predominéncia da cera), a propolis (mistura de resinas vegetais com cera, sendo
predominante as resinas) e o geoprépolis (produzido exclusivamente pelas abelhas

Meliponinis e constitui uma mistura entre barro e resinas vegetais). Além disso,
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eventualmente podem ser usados sementes, fibras vegetais e até excrementos
animais. Essas abelhas também utilizam resinas puras para vedacédo da colbnia e
para defesa pelo estimulo repulsivo produzido, fato que n&o é registrado entre as
abelhas do género Apis (VILLAS-BOAS, 2018).

Alguns desses materiais (geopropolis, barro, cerume e/ou cera pura) também
sao muito importantes para conectar a colénia ao meio externo uma vez que sao
utilizados para formar e sustentar a “porta” de entrada, variando muito de formato,
tamanho e cor dependendo da espécie, do barro e das resinas coletados (VILLAS-
BOAS, 2018).

2.4 A Meliponicultura

A Meliponicultura é uma nomenclatura utilizada para todas as atividades
designadas a partir da criagdo de abelhas sem ferrdo, nativas do Brasil e de regides
tropicais e subtropicais do planeta (VILLAS-BOAS, 2018).

Historicamente, a meliponicultura esta associada as praticas étnicas através
do modo de uso dos produtos das colmeias, a forma de extrativismo desses materiais,
bem como das técnicas rusticas de criagao utilizados por grupos tradicionais, como
os indigenas (VILLAS-BOAS, 2018).

O modo como as comunidades indigenas, pequenos grupos produtores,
grupos familiares, dentre outros, acessam as colmeias, captam o mel e outros
produtos e reproduzem as sociedades desses insetos sem leva-las a morte,
garantindo sucessivas cadeias produtoras numa mesma melgueira, sdo o6timos
exemplos da etnocultura envolvida na criagao de abelhas, caracteristicas essas que
precisam ser preservadas (VILLAS-BOAS, 2018).

As comunidades indigenas possuem forte influéncia sobre o beneficiamento

dos produtos de uma colmeia, sobre a criagdo e manipulacdo das abelhas e isso
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reflete, primariamente, na diversidade de nomes populares usados para diferenciar as
muitas espécies localizadas, como Jatai, Irai, Urugu, Tiuba, Mombuca, Arapua,
Tataira, Jandaira, Guaraipo, Manduri e tantas outras variagdes com origem nas
linguas indigenas (VILLAS-BOAS, 2012; VILLAS-BOAS, 2018).

Nos habitos das comunidades tradicionais, o mel das abelhas sempre
configurou uma importante forma de se obter energia para os trabalhos diarios, a caca
de animais e caminhadas para a colheita de alimentos, além de ter sido o principal
adogante natural (VILLAS-BOAS, 2012).

Por toda a importancia historica do mel no cotidiano das comunidades e,
consequentemente, a sua valorizagdo comercial, este também passou a ser
considerado um agravo a meliponicultura, uma vez que as meliponinas (abelhas
nativas, sem ferrdo) ndo sédo boas produtoras de mel, quando comparadas as abelhas

africanizadas.

Muito se fala da influéncia do avango das fronteiras agricolas,
desflorestamento, ocupac¢ao do solo para construgao de areas urbanas, toxicidade e
letalidade promovida pelos compostos quimicos dos agrotéxicos frente as colmeias
de abelhas, como fatores para a redugao da riqueza e abundancia desses animais
que deixam de encontrar fonte de alimento, locais para nidificacdo e matéria prima
para a construcdo de ninhos, mas ha também que considerar a influéncia dos
apicultores, que na sua pratica, dao preferéncia pelo manejo de abelhas Apis mellifera,
devido a sua boa producdao de méis, em detrimento as abelhas brasileiras (boas
produtoras de propolis), o que requer estudo sobre as possibilidades de competicao
entre essas espécies na natureza e a magnitude da influéncia dos apicultores sobre a
preservacéo do género Apis frente & meliponicultura ao longo do tempo (PRONI, 2000;
KERR et al., 2001).

Nesse sentido, a meliponicultura deve ser entendida como uma atividade
historicamente desenvolvida por comunidades tradicionais — como caboclos,
indigenas, ribeirinhos, caipiras, agorianos e sertanejos — para subsisténcia, em escala
artesanal, sem destaques quantitativos na agricultura do pais onde, sé nas ultimas
duas décadas, a atividade ganhou visibilidade, provavelmente, impulsionada pela

acessibilidade das tecnologias de comunicagao e o que antes era considerado uma
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pratica dos chamados “matutos”, ganhou as atuais redes sociais e ja registra mais de
20 mil adeptos (VILLAS-BOAS, 2018).

Atualmente a meliponicultura trabalha, ndo sé com os costumes tradicionais
acerca do manejo das abelhas nativas do Brasil, mas também com a efetivagéo da
insercao da propolis no mercado de consumo de produtos de origem natural e que
vem se conFigurando como uma eficiente fonte de principios ativos para a area da
fitoterapia (VILLAS-BOAS, 2012).

As dificuldades de caracterizagdo das diversas prépolis pelo Brasil,
impulsionadas pela crescente demanda de consumo desse produto e de seus
derivados, visando o mercado meliponicultor, controle de qualidade e competitividade
nacional e internacional, levaram ao estabelecimento da Instrucdo Normativa N° 3, de
Janeiro de 2001, com vistas a garantir a qualidade de produtos apicolas, incluindo a

préopolis bruta e seus extratos (BRASIL, 2001).

2.5 Biologia das Meliponinas

Meliponineo é o nome dado a um grupo exclusivo de insetos da Familia
Apidae, do tipo corbiculados, sendo abelhas nativas e sem ferrdo (com aculeo
atrofiado) divididas nas tribos Meliponini e Trigonini (MOURE, 1961; SOUZA et al.,
2005).

Na classificagao proposta por Moure (1961), as Meliponinis sdo maiores, com
aspecto robusto, de tamanho médio a grande (de 7 a 15 mm). Ex(s): urugus, jandairas,
tiubas, mandacaias, tubi (Figura 1) etc. Ja as Trigoninis, sao todos os demais géneros
diferentes do Melipona, sendo abelhas menores, de aspecto mais vistoso e de
tamanho pequeno a médio (de 2 a 11 mm). Ex(s): jatais, irais, mirins, canudos, etc
(VILLAS-BOAS, 2018).
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Figura 1 — Abelha Tubi, Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE, 1807)

g

Fonte: Do autor (2019).

A proposta de divisdo desses insetos em duas tribos distintas, realizada por
Moure em 1961, é tida como a mais didatica e, por isso, a mais usual, sugerindo que
essas abelhas compreendem o Reino — Animalia; Filo — Arthropoda; Classe — Insecta;
Ordem — Hymenoptera; Superfamilia — Apoidea; Familia — Apidae; Subfamilia —
Meliponinae; Tribo — Meliponini ou Trigonini (VILLAS-BOAS, 2018).

As abelhas sem ferrdo s&o insetos muito sociais, de grande diversidade e
ampla distribuigdo geografica, o que tem gerado variagdes nos estudos, bem como no
modo de classifica-las cientificamente (VILLAS-BOAS, 2018).

Estao distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da Terra, com exce¢ao
do Chile, ocupando todos os paises da América Latina; as florestas tropicais e
savanas africanas; o extremo sul da Asia, inclusive as ilhas do Pacifico; e norte da
Oceania, incluindo o nordeste australiano. Entretanto, € nas Américas que grande
parte da diversidade de espécies ocorre sendo, aproximadamente, 350 tipos descritos
com 250 desses s6 no Brasil (VILLAS-BOAS, 2018).

Os meliponineos, assim como outros insetos sociais (vespas, formigas e
cupins), possuem suas familias divididas em castas, dividindo as colénias em trés
tipos basicos de abelha: as rainhas (poedeiras ou virgens) e as operarias — ambas
fémeas — e os machos (VILLAS-BOAS, 2018).

O grupo das meliponinas é relatado como produtor de uma prépolis tao

importante quanto a prépolis de origem Apis mellifera, isso porque a meliponina além
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de produzir prépolis também tem a capacidade de formar derivados desse, como o
geoproépolis (PINTO, PRADO, CARVALHO, 2011).

A organizacdo da coldnia € uma responsabilidade das operarias, através de
um complexo sistema de comunicagdo baseado no uso de feromdnios e nessa
estrutura, normalmente, existe apenas uma rainha poedeira, mas existem relatos da

existéncia de colénias e de espécies com duas ou mais (VILLAS-BOAS, 2018).

Antes de serem fecundadas e assumirem essa responsabilidade reprodutiva,
as rainhas sdo chamadas rainhas virgens e a grande maioria dessas nasce e morre
sem nunca se tornar uma rainha poedeira, mas estdo sempre presentes na colbnia,
caso seja necessario assumir esse papel, ou por morte da rainha poedeira ou em caso
de enxameagem (VILLAS-BOAS, 2018).

A enxameagem é o processo natural pelo qual ocorre a reprodugéo total das
colénias de abelhas sem ferrdo, dispersando a populacédo de abelhas pela sua area
geografica de ocorréncia como resultado de superpopulagdo da colénia, mas
dependente da oferta de alimento (pdlen e néctar) no ambiente (VILLAS-BOAS, 2018).

E por ocorréncia da enxameagem que as abelhas rainhas virgens sdo
fecundadas no “voo nupcial” passando entdo a serem chamadas de rainhas poedeiras
ou fisiogastricas e irdo coordenar um novo ninho montado pelo enxame que se
dispersou da col6nia inicial, a “colénia-mae”. A nova colbnia, “colénia-filha”, tem entéao
o estabelecimento de uma rotina bioldgica a espera do nascimento das novas abelhas
e de manutengao por parte das abelhas que se dispersaram inicialmente (VILLAS-
BOAS, 2018).

O tempo de desenvolvimento de uma abelha sem ferrdo, desde o ovo até a
abelha adulta, varia de acordo com as espécies. Entre as espécies da tribo Meliponini,
o tempo é relativamente equivalente, uma média de 35-45 dias: 5-7 dias para eclos&o
do ovo; 12 a 16 dias de desenvolvimento larval; e 18 a 22 dias de amadurecimento da
pupa. Nessa média, o periodo de desenvolvimento costuma ser um pouco mais longo

para os machos e um pouco mais curto para as rainhas virgens (VILLAS-BOAS, 2018).

Por anos, preservou-se a imagem de que a Apis mellifera era um agente

polinizador muito eficiente da natureza. Hoje sabe-se que em varias plantas ela até se
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conFigura como um visitante frequente, mas de baixa taxa polinizadora,

principalmente quando comparado com as abelhas silvestres (NATES-PARRA, 2005).

Os servicos ecossistémicos das varias espécies de meliponinas sao
fundamentais para o equilibrio do meio natural pois muitas espécies de plantas
dependem, exclusivamente, desses animais para a sua polinizagdo, onde estima-se
que, de 30% a 80% das plantas, conforme a floresta, séo polinizadas por uma ou mais

espécies da subfamilia Meliponinae (KERR et al., 2001).

Além das caracteristicas ja descritas, a biologia das meliponinas incluem uma
gama de informacgdes que favorecem o seu estudo como bioindicadoras da qualidade

ambiental.

Os habitos naturais como o voo, nidificagdo e forrageio sdo caracteristicas
essenciais para definir o potencial polinizador da abelha, claramente utilizado em
diversos cultivares, mas que também podem ser manejados para a manutencao de
ecossistemas naturais bem como para a implementagao de projetos de recuperagao
ambiental (NATES-PARRA, 2005; RICHARDS, 2001).

Outra caracteristica ambiental importante das meliponinas é a transferéncia
de substancias quimicas do meio externo para o interior de suas colmeias,
impregnando-os nos seus produtos e subprodutos. Isso ocorre porque, durante o voo,
as abelhas realizam o registro quimico do ar por onde trabalham, através de particulas
que ficam aderidas aos pelos superficiais do seu corpo ou incorporadas ao néctar e
pélen coletados. Quando identificadas, essas mesmas particulas podem informar se
a area se trata de um habitat conservado ou com indicios de risco ambiental (WOLFF;
DOS REIS; SANTOS, 2008).
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2.6 A propolis

A palavra propolis tem origem no grego pro - em defesa, e polis - cidade ou
comunidade, ou seja, designa uma substancia em defesa da comunidade (LUSTOSA,
2007).

O termo faz referéncia aos usos empregados a propolis dentro da colmeia,
seja para vedar frestas e diminuir o tamanho da entrada, reduzindo o ataque de
intrusos e protegendo as abelhas e suas crias do frio, ou ainda sendo utilizada como
antisséptico na regido dos alvéolos (Favos de cria), onde a rainha faz a postura dos
ovos (Figura 2), além de ser depositada sobre inimigos abatidos dentro da colmeia,
como uma forma de embalsamamento, evitando que o mesmo apodreca e contamine
o ninho (PINTO, PRADO, CARVALHO, 2011).

A propolis € um composto formado pelas abelhas a partir de substancias
resinosas, coletadas de diversas origens vegetal, misturadas a secrec¢des salivares,
cera, polen (Figura 3) e minerais, sendo estimado um percentual de 50 — 60% de
resinas e balsamos em sua composi¢cdo e que na porgao resinosa a grande maioria
dos componentes fazem parte do grupo dos compostos fendlicos (COSTA et al., 2014;
GHISALBERTI, 1979; WOISKY, 1996).

De forma geral, os compostos da propolis tém trés diferentes origens naturais.
As substancias ativamente secretadas pelas plantas, como as substancias exsudadas
por feridas em plantas (materiais lipofilicos em folhas e brotos de folhas, resinas,
mucilagens, entre outros) e as substancias vegetais coletadas pelas abelhas; as
substancias secretadas do proprio metabolismo das abelhas; além de materiais
introduzidos pelas abelhas durante a elaboracédo da propolis (MIGUEL, ANTUNES,
2011).

As secrecdes salivares das abelhas sdao um importante componente no
processo de elaborag&o da propolis em virtude da presencga da enzima p-glicosidase

que promove a hidrélise dos flavonoides presentes na mesma (COSTA et al., 2014).
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Figura 2 — Favos de cria da espécie Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE, 1807)

Figura 3 — Chegada das ga*pelhqs“%)m flonrqga cajazeira nas corbiculas

Fonte: MELO (1990).

Na Figura 4 é apresentado um fluxograma representando alguns fatores
estimulantes da coleta de compostos naturais pelas abelhas, algumas etapas do
processo de manejo dos materiais coletados, bem como alguns usos empregados a

propolis produzida pelas abelhas (DIEHL, 2008).



Figura 4 — Fluxograma de uso da propolis pelas abelhas
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A propolis € uma mistura resinosa, gomosa e balsamica, com consisténcia,

cheiro, textura e coloragao variada, coletada de diversas partes de varias plantas,

acrescida de secregdes salivares das abelhas, podendo ainda ter cera, polen, 6leos

essenciais e aromaticos e outras substancias variadas como distintos residuos
organicos (PINTO, PRADO, CARVALHO, 2011).

Esses constituintes aparecem em varias concentracfes por influéncia da

localizacdo geografica e da origem botéanica, no entanto, a composicdo exata da

propolis dessas diferentes origens botanicas é variavel, mesmo quando apresentarem

mecanismos bioativos semelhantes (SARDANA et al., 2013).

As caracteristicas organolépticas da propolis (cor, odor, sabor, textura, além

de seus principios bioativos) séo diretamente dependentes da sazonalidade da regiao

em que foi produzida, refletindo aspectos ambientais como vegetagcdo préxima,

incidéncia pluviométrica, periodo de florada, etc.
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O uso da prépolis € antigo, principalmente na medicina tradicional, com
registros ha, pelo menos, 300 a.C., sendo hoje um produto apicola de largo uso em
todo o mundo com uma vasta lista de relatos sobre as atividades biolégicas da
propolis, dentre elas atividades anticancer, antioxidante, anti-inflamatério, antibiético
e antifungico (GHISALBERTI, 1979; BURDOK, 1998; MARCUCCI, 1995).

O uso medicinal da propolis se destaca por ela ser um produto de origem
natural, com efeitos bioativos semelhantes a antibioticos, antissépticos, analgésicos,
dentre outros, e que se conFigura como uma reproducdo dos usos ja atribuidos a
propolis desde a antiguidade ou mesmo por comunidades indigenas, sendo um habito
na América do Sul mais antigo até que as atividades envolvendo a Apis mellifer
(VILLAS-BOAS, 2012; SILVA, 2009).

Para uma efetiva inser¢cao da propolis no mercado nacional e internacional,
ha o desafio de caracteriza-la qualitativa e quantitativamente, na busca por uma
identidade e possivel padronizagdo, tanto para suplementagcdo alimentar como

aplicagdes farmacoldgicas.

Tendo em vista a variedade e complexidade quimica das diversas fontes de
propolis e na busca por entender as caracteristicas fisicas, quimicas e microbiolégicas
das mesmas, entidades governamentais responsaveis estabeleceram normativas
técnicas para identidade e qualidade de produtos como mel, propolis bruta e extrato
de propolis através da Instru¢ado Normativa N°03, publicada em Janeiro de 2001, como
segue no Quadro 1 (BRASIL, 2001).
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Quadro 1 — Requisitos fisicos e quimicos para identidade da propolis bruta e para o
extrato alcodlico de propolis (BRASIL, 2001

Prépolis bruta Extrato alcodlico de prépolis
Requisito Brasil* Requisito Brasil*
Umidade (per~da POT " Max. de 8% (m/m) Extrato seco Min. de 1% (m/v)
dessecacao)
Cera Max. de 25% (m/m) extrato seco (m/m)
Massa mecanica Max. de 40% Compostos fendlicos Min. de 0,5% (m/m)
{ o
Compgstos Min. de 5% (m/m) Flavonoides Min. de 0,25%
fendlicos (m/m)
Flavonoides Min. de 0,5% (m/m) Atividade de Max. de 22 s
oxidagao
At|V|_dad<§ de Max. de 22 s Teor alcodlico Max. de 70° GL
oxidacao (viv)
Soluveis em etanol  Min. de 35% (m/m) Metanol Max. de 0,40 mg/L

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: Max.: maximo; Min.: minimo; s: segundos
" Valor preconizado pela legislagéo brasileira (BRASIL, 2001)

2.7 Propriedades bioldgicas da prépolis

Ha anos, pesquisas vém reportando beneficios a saude como resultado da
atividade biologica de grupos de compostos presentes na propolis e a caracterizagao
desses componentes quimicos, associada a crescente procura por tratamentos
alternativos naturais, tém elevado a demanda pela prépolis bem como dos compostos

enriquecidos com ela.

A propolis € uma substancia de origem animal de vasto uso na medicina
popular com diversas aplicagdes farmacoldgicas ja comprovadas, com destaque para
a eficacia de seu poder antioxidante, anti-inflamatério e antimicrobiano (PINTO,
PRADO, CARVALHO, 2011).

Ela reune diversos componentes bioativos, variando entre as espécies de

abelha, a regidao em que estas se estabelecem, a biodiversidade local e da
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periodicidade das intempéries ao longo do ano onde os estudos sobre essas
caracteristicas s6 encorpam a relagado de sua empregabilidade aos seus compostos
quimicos, seja através de seu uso isolado ou associado a algum medicamento, muitas
vezes enaltecendo compostos bioativos ja estudados ou mesmo descobrindo novos

compostos.

Um dos primeiros relatos do uso da préopolis data do Egito antigo, no papiro
de Ebers, escrito em 1700 a.C., onde foi registrado o emprego dela em processos de
embalsamamento de mortos durante atividades de mumificagdo (PINTO, PRADO,
CARVALHO, 2011).

Sao conhecidas diversas agdes dos principios bioativos da prépolis como
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria, anticarcinogénica e até anti-HIV,
propriedades dependentes da espécie de abelha, das plantas escolhidas como fonte

de resinas, sazonalidade de fatores climaticos, etc. (DE-MELO et al., 2014).

A vasta gama de utilidades ja testadas e confirmadas em pesquisas com a
prépolis so ratifica a biodiversidade envolvida na biologia das abelhas e, ao mesmo
tempo, demonstra uma dificuldade de padronizacao dos produtos derivados dela, uma
vez que a mesma € diretamente dependente dos recursos naturais disponiveis no

ambiente.

Marcucci (1996) ja havia relatado que a prépolis, tanto isolada como em
associagao, possui propriedades bioldgicas, tais como: agdo antimicrobiana frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de potencializar a agao de varios
antibiéticos como o ocorrido em testes com Staphylococcus aureus e Escherichia coli
em presengca de biomicina, tetraciclina, neomicina, polimixina, penicilina e
estreptomicina que tiveram seu efeito aumentado pela adicdo de prépolis ao meio
nutriente; agéo antifungica onde os melhores resultados foram obtidos em testes com
Extratos Etandlicos de Propolis (EEPs) e destes em sinergismo com drogas
antimicéticas; antiprotozoarias, com estudos feitos contra protozoarios preocupantes
para a saude publica, como Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis; e antivirais, onde,
in vitro, se estudou a acao dos flavonéides de propolis frente a viruléncia e duplicagcao

de algumas linhagens virais, tais como: herpes, adenovirus e rotavirus.
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2.7.1 Atividade antimicrobiana

Estudos utilizando extratos etandlicos da propolis tém demonstrado a
ocorréncia de acao inibidora do crescimento das bactérias, sendo citado como
responsavel por prevenir a divisdo celular e produzir defeitos na estrutura da parede
bacteriana, além de promover desorganizagao citoplasmatica, alteragcdes na
membrana plasmatica e inibir a sintese de proteinas (TAKAISI-KIKUNI e SCHILCHER,
1994).

Acredita-se que a propolis seja uma das misturas mais heterogéneas de
ocorréncia natural, com mais de 300 substancias ja identificadas, com destaque para
o grupo dos flavonoides onde se acredita que esse grupo de moléculas seja o grande
responsavel pelas principais a¢des antibacterianas (PINTO, PRADO, CARVALHO,
2011; BITAJIAN et al., 2013).

Alguns estudos com compostos acidos e do grupo dos flavonoides da propolis
tém mostrado boa acido contra atividade bacteriana, em especial contra as Gram-
positivas, tendo uma agdo mais limitada contra as Gram-negativas, o que pode estar
associado a complexidade da parede celular dessas bactérias bem como a presenca
de seus componentes lipidicos que formam uma barreira a acdo dos compostos
bioativos da prépolis (PINTO, PRADO, CARVALHO, 2011).

Estudos in vitro tem evidenciado que a atividade antimicrobiana da préopolis é
resultado da presenca de flavonoides, acidos aromaticos e ésteres presentes na
resina natural, além da galantina, pinocembrina e os acidos ferulicos e cafeicos que
contribuem para a acao bactericida da propolis, entretanto, a relagao entre a estrutura
quimica e a atividade antibacteriana dos constituintes da prépolis ndo é plenamente
conhecida (DIEHL, 2008; GHISALBERT]I, 1979; BURDOCK, 1998).

Bankova et al. (1996) analisaram halos de inibigdo formados pela propolis
brasileira e pelos seus constituintes em reagao contra S. aureus, com destaque para
o efeito isolado do acido isocupréssico (halo — 10,5 mm) quando comparado ao efeito
da prépolis (halo — 11,8 mm). Estudos com S. aureus também foram realizados por
Miorin et al. (2003), onde demonstraram que a proépolis brasileira da abelha
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Tetragonisca angustula, quando comparada com a propolis da abelha Apis mellifera,
através da definicdo da Concentragao Inibidora Minima (MIC), possui alta atividade
contra S. aureus, sendo também mais eficaz que o efeito produzido pelo mel de ambas

as abelhas testadas.

Segundo Silva et al. (2017) os extratos de propolis vermelha obtidos, tanto por
extragcado etandlica como por extragcdo com fluido supercritico, apresentaram os
maiores niveis de atividade antimicrobiana contra varias bactérias, ao passo que
nenhum dos extratos analisados apresentou atividade contra Escherichia coli ou

contra o fungo Candida albicans.

O fomento ao uso de antimicrobianos de origem natural tem se tornado uma
opgao bioecondmica e segura frente a automedicacdo e ao uso prolongado de

substancias quimicas sintéticas (DIEHL, 2008).

2.7.2 Atividade antioxidante

Sao consideradas antioxidantes toda e qualquer substancia que, mesmo em
pequenas concentracdes, em comparacao a um substrato oxidavel, retarda ou impede
a oxidacdo do substrato comparado de forma eficaz (SIES; STHAL, 1995;
HANDELMAN, 2001).

A industria de alimentos tem se dedicado muito a estudar os mecanismos de
acao dos compostos com atividade antioxidante, isso porque podem ser amplamente
empregados, principalmente, com a finalidade de retardar ou inibir a oxidacgao lipidica
de dleos, gorduras e alimentos gordurosos, garantindo assim a qualidade de varios
alimentos e, principalmente, durante a chamada “vida de prateleira” dos mesmos
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Dentre os principios bioativos da prépolis um dos que mais se destaca é o
efeito antioxidante, resultante da agcao conjunta de um grande numero de flavonoides,
como quercetina, flavonas, isoflavonas, flavononas e antocianinas (MORENO et al.,
2000; NAGAI et al., 2001).
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A quercetina é a representante da classe dos flavonoides mais
frequentemente quantificada para estabelecer a qualidade da prépolis e de seus
possiveis principios ativos (MARCUCCI, 1995; VANHAELEN, VANHAELEN-FASTRE,

1979). A estrutura quimica da quercetina pode ser visualizada na Figura 5.

Figura 5 — Estrutura quimica da Quercetina
OH

A propolis € um produto apicola com grande diversidade de atividades
bioldgicas, possui composigao complexa, dependente de sua fonte botanica. Estudos
com amostras de propolis das cidades de Afonso Bezerra e Alto do Rodrigues (Rio
Grande do Norte/ Brasil) demonstraram caracteristicas quimicas de padrao
semelhante ou superior a propolis verde brasileira comercializada internacionalmente,
com alta atividade antioxidante, sendo que a maioria dos constituintes dessas propolis
sao flavonoides (cerca de 70% do total de substancias fendlicas) e alto teor de
substancias fendlicas (correspondendo a cerca de 25% dos solidos soluveis), além de
baixo teor de cera, o que projeta pesquisas para esse tipo de préopolis além de
viabilidade para o mercado apicola (FERREIRA, et al., 2017; WOISKY, SALANTINO,
1998).

Apesar de os flavonoides serem estudados como os antioxidantes mais
presentes e abundantes em propolis, Yamauchi et al. (1992) verificaram que outros
compostos fendlicos, como por exemplo o benzil cafeato, também apresentam
atividade antioxidante, contudo, o mesmo nao foi identificado em amostras de propolis

brasileira.



40

Park et al. (1998a, 1998b) determinaram que os extratos etandlicos de
propolis preparados com 70 e 80 % de etanol apresentam maior atividade antioxidante

em relagdo aos extratos obtidos com menor concentragao de etanol.

Estudos comparativos in vitro com extratos de prépolis vermelho, verde e
marrom de diferentes regides do Brasil, obtidos por meio de extragédo etandlica e por
fluido supercritico, demonstraram que ambos os métodos, em todos os tipos de
prépolis, obtiveram bons resultados como agente antioxidante, sendo que tal agao
ficou condicionada a concentragdo do extrato (quanto mais concentrado, maior
atividade antioxidante) e em todos os testes também foi constatado que o extrato
etandlico apresentou maior atividade antioxidante que o obtido por extragao
supercritica (SILVA et al., 2017).

Estudos com amostras de propolis do estado de Minas Gerais mostraram que
o Artepillin C é um antioxidante que, quando ingerido na dieta, € facilmente
transportado de forma livre no sistema de absorcéao intestinal, agindo no DNA dos
hepatdcitos, evitando danos oxidativos e prevenindo doencas degenerativas. O
Artepilin C ou acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico € uma molécula que tem sido
encontrada em amostras de propolis brasileira sendo relacionada com o potencial
efeito antioxidante promovido pelas amostras analisadas, bem como tem sido relatada
como uma molécula de agao citotoxica frente a células tumorais cultivadas in vitro
(SHIMIZU et al., 2004; MATSUNO et al., 1997).

E importante destacar que, para determinacdo das concentracdes totais de
compostos fendlicos e flavonoides, respectivamente, os métodos de Folin-Ciocalteau
e de formacéo do complexo com AICI3 sdo os mais comumente utilizados em analises
de produtos vegetais e de alimentos (MARQUELE, 2005).

No meio cientifico € sabido que a prépolis possui efeito antioxidante cabe,
porém, mais estudos para definir quais elementos promovem tal efeito, bem como
deve-se procurar entender os mecanismos de acido desses elementos de forma
isolada e a sua agao de forma sinérgica e, ainda, os efeitos advindos da interagao

com outros elementos quimicos possiveis de participagdo no metabolismo humano.
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2.7.3 Atividade anti-inflamatdria

Na prépolis, o éster fenetilico do &cido cafeico (CAPE) e a galangina séo
considerados compostos majoritarios e que, gracas a acao combinada desses dois
compostos (a CAPE reforcando a acao da galangina), a propolis possui uma boa acéo
anti-inflamatéria (BORRELLI et al., 2002).

Borrelli et al., (2002) avaliaram a acao de extratos etandélicos de propolis (com
e sem CAPE) frente a casos agudos e cronicos de inflamagdo modelados em ratos
machos (edema de carragenina no pé, pleurisia de carragenina e artrite adjuvante) e
concluiram que os extratos com CAPE e CAPE isoladamente inibiram o edema de
carragenina, a pleurisia de carragenina e a artrite adjuvante. Em contrapartida,
extratos sem CAPE e galangina n&o exibiram efeitos anti-inflamatorios, o que sugere
gue a atividade anti-inflamatoria da propolis se deve ao CAPE e a seus efeitos
combinados (BORRELLI et al., 2002).

2.7.4 Atividade citotoxica

Segundo Araujo et al. (2010) o estudo da acao antitumoral de extrato da
prépolis de Scaptotrigona aff. postica (originaria de Barra do Corda — MA) em células
de tumor de Erlich, em avaliagdo com modelo animal (avaliado nas patas de
camundongos), apresentou sinais de baixa toxicidade em o6rgaos e em analises
séricas e nenhuma morte, apds quatorze dias, sendo verificado também a reducao no

tamanho do tumor e inibigdo da produgéo de éxido nitrico pelos macréfagos.

A prépolis de Scaptotrigona aff. postica (Barra do Corda — MA) também foi
testada in vitro em células de glioblastoma (U251 e U343) e em fibroblasto humano
(MRC-5), onde Borges et al., (2011) verificaram a ocorréncia da inibicado da
proliferacdo das amostras celulares testadas ao passo que também verificaram a néao

ocorréncia de morte celular por apoptose e o registro de efeito sinérgico
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antiproliferativo entre as amostras de prépolis e o Temozolomide (TMZ), droga

utilizada para quimioterapia.

O extrato etandlico da prépolis de Scaptotrigona aff. postica e suas fragdes
foram testados também em células tumorais em comparagdo com células normais
sendo identificado um potencial citotoxico frente a linhagem de fibroblasto normal 3T3
e frente as linhagens tumorais de cancer mamario MCF7, de astrocitoma humano
U343 e de melanoma murino B16-F10 (SANCHES, 2014).

Estudos in vitro com células HelLa (carcinoma cervical humano) testaram, sob
diferentes métodos de cultura, o efeito de EEP, onde esses se mostraram como
agentes citotoxico (MARCUCCI, 1996).

Em amostras de prépolis brasileira foram isolados novos compostos derivados
de seus extratos metandlicos, como o (E)-3-[2,3-dihidro-2-(1-metil etenil)-7-prenil-5-
benzofuranil]-2-acido  propendico e  (E)-3-{4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidrocina-
namoiloxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenilfenil}-2-acido propendico, e ambos os compostos
demonstraram suave acdo citotoxica para o cancer de figado e células do
fibrosarcoma humano HT-1080 (BANSKOTA et al., 2000b).

Carvalho et al. (2011) avaliaram in vivo e in vitro a atividade antitumoral de um
extrato de propolis obtido com dleo vegetal comestivel em comparagédo com a
atividade de extrato etandlico e observaram que todos os extratos apresentaram
atividade antitumoral com efeito de toxicidade moderada nos niveis de exposig¢ao
experimental, sendo que o extrato de prépolis a 6leo foi tao eficaz quanto o etandlico

na inibicdo do crescimento tumoral.

Analisando extratos de propolis in vivo, Gonzaga et al. (2009) verificaram o
seu efeito citotoxico em estudos usando o modelo Sarcoma 180 (S-180) (tumor
originado em camundongo, frequentemente usado em pesquisas antitumorais in vivo).
Por efeito dos extratos de propolis testados, observou-se que houve uma reducgao
significativa do peso do tumor em todos os camundongos transplantados com tumor
modelo S-180 (GONZAGA et al., 2009).

Em testes de citotoxicidade, apenas os extratos etandlico de amostras de

propolis vermelha mostraram efeito citotdxico contra quatro linhas celulares de cancer
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testadas (HL-60, HCT-116, OVCAR-8 e SF-295) quando comparados a extratos de
propolis verde e marrom, indicando que extratos de propolis vermelha tém grande

potencial para terapias anticancer (SILVA et al., 2017).

2.7.5 Demais atividades bioldgicas

A propolis também ja apresentou diversas outras propriedades biolégicas em
estudos in vitro, como a influéncia de EEPs sobre o desenvolvimento de Trypanosoma
cruzi, agao anestésica, regeneracgao de tecidos (cartilaginoso, 6sseo, polpa dental),
imunogenia, hepatoprotecdo, desintoxicacdo no figado, antitlcera, anticaries (em
ratos) e acdo imunomoduladora (MARCUCCI, 1996), agcdo como agente protetor
contra radiagdes gama, antileishmaniose em hamster (MARCUCCI, 1995), efeito de
cicatrizacao de feridas e reparo tissular, agindo em dermatites devido aos acidos alil-

cafeicos e no tratamento de varicose cronica trofica (FONTANA et al., 2004).

Outros estudos com flavonoides também tém conferido a prépolis uma cadeia
de bioagao indutora de apoptose em células de melanoma humano, um avango nos
estudos com principios ativos de efeito carcinogénicos (PINTO, PRADO, CARVALHO,
2011), além de estudos que reportam ao Artepellin C, presente na prépolis, uma
cadeia de bioac¢ao antitumoral (MATSUNO et al., 1997).

E reconhecido também pela ciéncia o potencial antifingico da prépolis frente
as espécies do género Trichophyton e Mycrosporum, quando em preseng¢a do
propilenoglicol, além de testes exitosos de sinergismo entre extrato etandlico de

propolis e drogas antifungicas contra Candida albicans (MARCUCCI, 1996).

Segundo Sena-Lopes et al. (2018), apos estudos para determinar a
Concentragao Inibitéria Minima (MIC) de uma agao antiprotozoaria, a concentragao
de 200 pg/ mL de 6leo essencial de propolis vermelha brasileira foi capaz de reduzir
a proliferagdo do parasita Trichomonas vaginalis (ATCC 30236) em 70%. Nesse
estudo foi testada a atividade in vitro do dleo essencial de propolis vermelha (OEP)

em diferentes concentracdes, variando de 25 a 500 pg/ mL, mostrando que os
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trofozoitos reagiram a agao citotdoxica do mesmo onde a concentragao de 500 pg/ mL
proporcionou 100% de morte dos trofozoitos apds 24 h de exposi¢cdo, demonstrando

ser um 6timo anti-Trofozoito.

O d6leo essencial da propolis também demonstrou étima agao adjuvante no
sinergismo com a proteina rCP40 em comparagdao com os testes dos mesmos
componentes, mas de forma isolada. O estudo mostrou que a agao conjunta
promoveu aumento nas concentragdes de IgG, IgG1 e IgG2a, demonstrando ser um
efeito estimulador do sistema imune (SENA-LOPES et al., 2018).

O ¢leo essencial da propolis vermelha brasileira se constitui, portanto, uma
mistura de componentes biologicamente ativos com, dentre outros mecanismos,
atividades antiparasitarias e imunoestimuladoras promissoras que precisam ser
compreendidas, haja vista que exibe uma boa ag¢ao estimuladora da producgao de IgG
bem como uma promissora agao citotdxica frente a parasitas com um forte potencial
para a formulagdao de novas vacinas e/ou drogas tricomonacidas, tanto na sua agao

isolada ou como adjuvante de outros principios ativos (SENA-LOPES et al., 2018).

Silva et al. (2017) também compararam os efeitos inibitérios de extratos
etandlicos de amostras de propolis vermelha, verde e marrom do Brasil frente ao
crescimento de Trypanosoma cruzi, fato esse confirmado ainda nas primeiras 24 h.
No entanto, transcorrido 96 h, a persisténcia do efeito inibitério foi detectada apenas
nos testes com extratos de amostras de propolis vermelha, o que denota um potencial

alternativo frente a doenca de Chagas.

Outros estudos com extratos de prépolis vermelha in vitro comprovaram a
inibicdo do crescimento de Trypanosoma cruzi e de outros patogénicos protozoarios,
como Trypanosoma evansi, Giardia e Leishmania amazonensis (PICCINELLI, et al.,
2001; SALOMAO, et al., 2010; GRESSLER, et al., 2012).

Contudo, Castro e Higashi (1995) relataram que a mortalidade, parasitemia
ou ainda o tempo de sobrevivéncia de camundongos infectados com Trypanosoma
cruzi nao foram afetados quando os ratos foram alimentados com dietas contendo
varias formulacbes de extratos de propolis, 0 que demanda pesquisas adicionais
sobre a atividade da prépolis por vias gastricas para desenvolver uma preparagao que

demonstre niveis de atividade comparaveis aos observados em testes in vitro.
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Definir a atividade biolégica da propolis requer, antes de tudo, uma gama de
conhecimentos sobre sua constituicdo quimica e os mecanismos de acao destes
constituintes, fato esse impreciso, uma vez que a composigao varia de acordo fatores
como o clima, a regido, dentre outros, sendo assim, € errado buscar generalizar a
natureza dos efeitos biolégicos de cada grupo de propolis (PALMA, MALASPINA,
1999).

As inumeras pesquisas sobre as diversas fontes de propolis, suas
propriedades bioldgicas e suas preparagdes, refletem a necessidade de tentar
resolver o problema de sua padronizacgao, fato que limita o seu uso pelas industrias

alimenticia e farmacéutica (SILVA et al., 2017).

2.8 Grupos microbianos testados

2.8.1 Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes € uma bactéria com formato de bastonete,
classificada em Gram-Positiva, de crescimento aerdbio e com motilidade flagelar
(TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

A L. monocytogenes compdem a familia Listeriaceae, que € representada por
8 espécies bacterianas, que sao a Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria
monocytogenes, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii, Listeria
rocourtiae e Listeria marthii onde, de todas, a L. monocytogenes é a que tem gerado
mais preocupacao para a saude publica devido suas adaptacdes aos procedimentos
empregados na industria de alimentos (SWAMINATHAN et al., 2007).

E um bacilo citado como causa de natimortalidade e de doenca neuroldgica
em animais, muito antes de ser reconhecido como patégeno humano onde, excretado

nas fezes de animais, € amplamente distribuido no solo e na agua e, infectando
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gestantes, € capaz de provocar aborto espontaneo, natimorte ou danos graves para o
feto, ocorréncias essas chamadas de listeriose. Na listeriose a gestante, geralmente,
sofre sintomas leves, parecidos com os de um resfriado, enquanto o feto podera ser
infectado via placenta, sofrendo com complicagcdes sérias resultantes ou ndo no seu
obito, enquanto em outros casos os efeitos se manifestam até algumas semanas
depois do nascimento, o que pode resultar em dano significativo ao cérebro ou morte
do bebé (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

O nome atribuido ao microbio é derivado da proliferagdo dos mondcitos (um
tipo de leucdcito), encontrados em alguns animais infectados pelo bacilo e, nos ultimos
anos, a doenca listeriose mudou de uma doencga de importancia muito limitada para
um problema de saude publica, bem como para a industria de alimentos (TORTORA,
FUNKE, CASE, 2012).

A espécie patogénica do género L. monocytogenes pode contaminar
alimentos, especialmente os lacteos e carneos, devido seu potencial crescimento
mesmo em temperaturas de refrigeracdo, o que pode estar associado a sua alta
prevaléncia, exigindo rigor nos critérios de seguranga no fornecimento de alimentos
(YANG et al., 2006).

Essa associagdo com alimentos sugere que a L. monocytogenes seja a
principal dentre as seis espécies do grupo na transmissao da listeriose humana onde
a maioria dos casos notificados sao pessoas imunossuprimidas, criangas e gestantes,

correspondendo a um potencial de letalidade acima de 30% (ANDRADE et al., 2014).

Estudos relatam a L. monocytogenes como um micrébio com potencial agao
letal que, quando né&o leva a 6bito, deixa sobreviventes com defeitos fisicos e/ou
mentais permanentes, possuindo uma ampla gama de hospedeiros ja estudados que
inclui 37 mamiferos (dentre eles os humanos), 17 espécies de aves, carrapatos,
moscas, peixes e crustaceos, somados aos estudos de sua presenga em alimentos
frescos e refrigerados, agua corrente, lama, esgoto, lixo de matadouro, silagem e
poeira de enfermaria, com distribuicdo mundial (GRAY, KILLINGER, 1966).

Segundo Yang et al. (2006), a suscetibilidade da L. monocytogenes a extratos
etandlicos da propolis tem influéncia direta da sua concentragéo, temperatura de
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incubacao, pH e idade celular onde, em testes variados demonstrou, por exemplo, que

0 microrganismo foi mais suscetivel a temperatura de 37°C e em valores de pH acido.

A atividade antibacteriana da propolis € maior sobre bactérias do grupo das
Gram-positivas, isso devido a concentracdo de flavonoides, acidos e ésteres
aromaticos presentes, sem um mecanismo bioquimico exatamente esclarecido. Esse
potencial antibacteriano é que instiga as pesquisas da prépolis frente a biologia da
bactéria Listeria monocytogenes, que também €& Gram-positiva (MARCUCCI,
CUSTODIO; PEREIRAL, 2007).

2.8.2 Staphylococcus aureus

Estafilococos é um grupo de bactérias que tipicamente ocorrem aglomeradas
e em formato de cacho de uva. A espécie mais importante desse grupo € a S. aureus,
assim denominada pela pigmentacdo amarelada das suas col6nias, sendo uma
bactéria Gram-positiva, com capacidade de produzir acido a partir de glicose e
anaerobias facultativas (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

S. aureus é uma bactéria também encontrada com frequéncia nas fossas
nasais, sendo um organismo tolerante a altas concentracdes de cloreto de sodio e que
também pode fermentar o carboidrato manitol para formar acido. Seu potencial de
agao conta com o fato de possuir plasmideos com genes para codificar toxina
esfoliativa, o que aumenta a patogenicidade da bactéria (TORTORA, FUNKE, CASE,
2012).

A S. aureus causa uma grande variedade de infeccbes em humanos,
variagcdes de espinhas, furinculos, pneumonias, intoxicacdes alimentares e infec¢des
em feridas cirargicas, também relatada como uma importante causa de infec¢gbes
hospitalares. Uma das primeiras tentativas de tratamento frente as infeccdes
provocadas por essa bactéria foi o uso da penicilina, mas logo linhagens resistentes
a penicilina tornaram-se a principal ameaca nos hospitais ha década de 1950, o que
levou a adogdo da meticilina (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).
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Na década de 1980, S. aureus resistentes a meticilina, as chamadas MRSAs
(methicillin-resistant S. aureus), surgiram e tornaram-se endémicos em muitos
hospitais, provocando o uso de vancomicina como tratamento principal. J& no final da
década de 1990, infec¢bes por S. aureus menos suscetiveis a vancomicina (S. aureus
com sensibilidade intermediaria a vancomicina, ou VISA, de vancomycin-intermediate
S. aureus) foram relatadas, sendo que logo em 2002, foi relatada a ocorréncia de S.
aureus resistente a vancomicina (VRSA, de vancomycin-resistant S. aureus)
causadora de infeccdo em uma paciente nos Estados Unidos (TORTORA, FUNKE,
CASE, 2012).

Ha décadas, S. aureus acompanha a humanidade, se adaptando e

requerendo novos estudos em torno de drogas capazes de conter sua patogenicidade.

2.8.3 Streptococcus mutans

A Streptococcus mutans € uma bactéria gram-positiva fortemente associada
ao inicio da formagéo da carie e, provavelmente, a bactéria cariogénica que mais
desperta estudos quanto a sua influéncia na saiude humana. Trata-se do patégeno
mais significante dentre o grupo de estreptococos alfa-hemoliticos, capaz de
metabolizar uma variedade maior de carboidratos que qualquer outro organismo
gram-positivo e que, apesar de outras espécies de estreptococos também terem acao
cariogénica, essas sdo menos importantes, haja vista que seu potencial de iniciacédo
das caries € menor (DE-CARLI et al., 2010; TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

A S. mutans favorece a proliferacao de caries especialmente nos sitios onde
0 controle mecanico de higienizacao, a acao dispersiva da mastigacédo ou da acéo de
lavagem promovida pelo 1L aproximadamente de saliva produzida diariamente s&o
falhos, favorecendo a formacdo de um biofilme dental potencialmente cariogénico
(DE-CARLL, et al., 2010).

A bactéria sobrevive, em especial, fixa a superficie dos dentes, através de seu

glicocalice e tem ainda a habilidade de usar sua cdpsula como fonte de nutricdo
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degradando-a e utilizando os acucares, quando na falta de nutrientes, obtendo energia
para continuar sua acao. A acao fixadora promovida pelo glicocalice é resultado da
enzima bacteriana, a glicosiltransferase, que é responsavel por converter a glicose
(derivada da sacarose ou acucar de mesa) em um polissacarideo aderente
denominado dextrana, que faz parte do glicocélice da bactéria e tem acédo aderente
(TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

E como um agravante, células bacterianas de Actinomyces produzem fimbrias
capazes de se aderirem ao glicocélice da S. mutans. A acdo combinada das duas
bactérias, mais o polissacarideo aderente (dextrana) constitui a placa dentaria e
contribui para a deterioracéo do dente (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

2.8.4 Escherichia coli

A Escherichia coli € um habitante da flora normal do intestino grosso dos
vertebrados, incluindo humanos, e sua presenca € importante, pois ajuda na producéo
de certas vitaminas e participa da digestdo de alimentos que néo seriam digeridos
sem a sua presenca. Contudo, a linhagem chamada de E. coli O157:H7, causadora
de diarreia sanguinolenta, conhecida desde 1982, tem sido tratada como um problema
de saude publica e é considerada como uma das principais causas de diarreia no
mundo (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

A E. coli € um dos micro-organismos mais prolificos no trato intestinal humano
e suas linhagens patogénicas produzem fimbrias especializadas que permitem
adeséao a certas células do epitélio intestinal, tendo sua agéo baseada na produgao
de enterotoxina causadora de secregdo de grandes quantidades de fluidos e
eletrdlitos, o que resulta no Quadro de diarreia, além de também ter a capacidade de
produzir invasina que é uma proteina de superficie que provoca rearranjo de
filamentos de actina proximais no citoesqueleto de uma célula hospedeira, facilitando
sua fixacao e patogenicidade (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).
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Se caracteriza como uma bactéria comensal do intestino, podendo causar
diarreias, mas também podendo causar doencgas fora dele, como infecgdes urinarias.
Isso é possivel devido a fatores de viruléncia dessas bactérias, genes de resisténcia
a antibidticos, além da capacidade de, através do canal uretral, atingir a bexiga, como
decorréncia da proximidade do anus com o canal urinario e da falta de bons habitos
de higiene, e em situagdes mais graves, podendo atingir os rins, corrente sanguinea
e causar sepse (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).



3 METODOLOGIA

A pesquisa trabalhou abordagens quali-quantitativas, de objetivo exploratério,
descritivo e explicativo e foi desenvolvida através de levantamento de referencial
tedrico, visitas in loco, coleta de amostras e procedimentos experimentais

padronizados a fim de verificar a significancia das hipoteses construidas.

3.1 Classificacdo da pesquisa

A pesquisa iniciou com abordagens qualitativas acerca dos aspectos de
manejo e caracterizagcdo da abelha Scaptotrigona affinis postica através de
levantamento de referencial tedrico, mas de forma a fortalecer os dados obtidos foram
realizados procedimentos experimentais quantitativos de caracterizagao
microbiolégica do material coletado (propolis da abelha) onde a integragao do dados
constituiu um aspecto importante pelo carater complementar que as duas abordagens
proporcionam (CHEMIN, 2015).

No que se refere aos aspectos qualitativos a pesquisa visou relatar a
importancia da S. aff. postica para o manejo praticado na meliponicultura,
relacionando com os registros da medicina natural, bem como com dados sobre as

caracteristicas naturais autoctones. Ja nos aspectos quantitativos a pesquisa focou
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no desenvolvimento de praticas in vitro que avaliassem a acao antimicrobiana
exercida por principios bioativos presentes nas amostras de propolis coletadas,
buscando correlagées com as indicagdes farmacologicas descritas nos referenciais
tedricos, através de testes laboratoriais para colbnias das bactérias Gram-Positivas
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e da bactéria

Gram-Negativa Escherichia coli.

Sendo assim, a pesquisa se configurou como exploratoria, descritiva e
explicativa pois buscou em dados biblioGraficos explorar, compreender e descrever
as caracteristicas das vivéncias em torno da meliponicultura bem como suas
correlagdes com a problematica da medicina natural e o emprego farmacolégico da
propolis produzida pela abelha S. aff. postica, através de procedimentos laboratoriais
que investigassem e contribuissem para a compreensdo dos fatos e variaveis
levantadas (CHEMIN, 2015).

3.2 Local da pesquisa

A propolis foi obtida das atividades ecolégicas de abelhas S. aff. postica
(LATREILLE, 1807) manejadas em meliponario da cidade de Barra do Corda/ MA,
sendo a coleta realizada no més de julho de 2019. O meliponario esta instalado numa
area de aproximadamente um hectare que também é utilizada para o cultivo
doméstico de plantas frutiferas e a, aproximadamente, 100 m do Rio Mearim, onde se
encontra uma estreita faixa de mata ciliar nas duas margens do rio (SOUZA et al.,
2015).

A coleta foi realizada no meliponario N° 01 dentre os 16 meliponarios
instalados numa area de 1.100 m?, as margens do Rio Mearim, localizado com
coordenadas geograficas S 5°30’37”, W 45°15’42” na cidade de Barra do Corda,
Estado do Maranhéo (Figura 6), regidao centro sul do estado, a 450 Km da capital Sao

Luis, sendo uma cidade localizada numa area caracteristica de Cerrado, com clima
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qguente e umido e banhada por dois rios perenes o Rio Corda e o Rio Mearim (IBGE,

2019).

As amostras foram acondicionadas em coletores opacos e estéreis, similares
aos utilizados para coletas em laboratério de analises clinicas, pesadas e

armazenadas sob refrigeragao, cerca de 8°C, a fim de evitar contaminagdes.

Figura 6 — Localizagcdo do Meliponario/ Barra do Corda — MA
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Fonte: SOUZA et al., 2015.

3.3 Instrumentos da pesquisa

Como instrumentos de pesquisa foram selecionados a realizagao
levantamento de referencial tedrico, coletas in loco, registros fotoGraficos, obtencao e
caracterizacgao fisico e quimica de extratos etandlicos de propolis, realizagao de testes
in vitro para a confirmagao de agédo antimicrobiana das amostras obtidas e analise

estatistica dos dados quantitativos onde, para isso:
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- Realizou-se pesquisas no Science Direct e Portal de Peridédicos da
CAPES/MEC, Google Scholar, fazendo uso dos seguintes Operadores Boleanos:
Difusdo em Disco AND Propolis; Teste de Sensibilidade Antimicrobiana AND Propolis;
Prépolis AND Brasil; Propolis AND Abelha nativa; Prépolis AND Listeria
monocytogenes; Meliponicultura AND Brasil; TSA AND Propolis; Disco Difusdo AND
Prépolis; Staphylococcus aures AND Disco difusédo; Streptococcus AND Disco difusao;

Scaptotrigona AND Antimicrobiana; Caracterizagdo AND Propolis AND Scaptotrigona.

- Foram coletadas amostras de prépolis de colmeias de Scaptotrigona affinis

postica,

- O extrato etandlico, bem como suas diluigdes, foram elaborados nos

Laboratérios de Quimica e de Microbiologia da Univates/ RS;

- As analises para caracteriza¢ao do extrato etandlico da propolis e da propolis
bruta foram realizados no Laboratério de Produtos Naturais e de Neuroquimica

Experimental da Universidade Federal do Piaui — UFPI;

- Procedeu-se com os Testes de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA) em
Placas de Petri, submetidas a Difusdo em Disco, nos Laboratérios de Quimica e de

Microbiologia da Univates/ RS;

- A tabulagao estatistica foi realizada com o software Excel e BioEstat 5.3.

3.4 Coleta das amostras de prépolis

As amostras foram coletadas por raspagem das bordas internas da tampa da
colmeia, sendo o material acondicionado em potes plasticos, opacos e secos, com

identificacéo da colmeia, em posterior levado ao laboratério.

Foi entdo realizada a pesagem do material coletado, em bancada analitica,

totalizando 276,491 g de propolis bruta, que foi mantida sob o abrigo da luz, em
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congelador, até os procedimentos para a obtencédo do EEP. A coleta foi realizada com

vestimenta adequada e com uso de EPI’s apropriados ao manejo de abelhas.

3.5 Andlises fisico-quimica e microbioldégicas com prépolis

As amostras foram submetidas a formacgao de extratos, diluicdo dos mesmos,
analises de caracterizagao fisico-quimica e testes de sensibilidade antimicrobiana por

disco difusao, como segue:

3.5.1 Obtencao do Extrato Etandlico da Prépolis (EEP)

As amostras foram submetidas a limpeza para a retirada de qualquer tipo de
material estranho, triturada (ralada) e, posteriormente, direcionada para
procedimentos de elaboracdo do seu extrato etandlico, sendo a prépolis triturada e
extraida a frio com agitagdo mecanica tendo como solvente a utilizagdo de etanol

absoluto.

Nessa etapa foram utilizadas 100 g de prépolis para cada 1000 mL de etanol
absoluto, ficando em repouso por 24 h, sendo esse processo repetido por trés vezes,
seguido da filtragem e rotaevaporagao, obtendo-se o extrato seco. O extrato etandlico
de propolis (EEP) foi entdo guardado sob refrigeragéo, aproximadamente a 8 °C, até

o momento dos ensaios fitoquimicos.

O uso de extratos etandlicos da propolis tem demonstrado agao inibidora do
crescimento das bactérias uma vez que, previne a divisao celular e produz defeitos na
estrutura da parede bacteriana, além de promover desorganizagao citoplasmatica,
alteragbes na membrana plasmatica e inibir a sintese de proteinas (TAKAISI-KIKUNI;
SCHILCHER, 1994).
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3.5.1.1 Diluigao dos extratos

Para obtengdo da diluicdo do extrato etandlico foi pesado 0,2 g do EEP,
acrescentando parcelas de alcool de cereais puro e realizando agitagdo constante
com o auxilio de uma espatula metalica. Cada porgéao diluida foi entdo transferida para
um baldo volumétrico de 10 mL, até obter-se a diluicido total do valor pesado e atingir-

se a marca de 10 mL do volume do baléo.

Ao final se obteve um diluido de 20 mg/mL a partir do extrato de prépolis e
para analise de diferentes concentracdes do extrato foi realizada a diluigdo seriada do

mesmo, obtendo-se concentragdes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL.

3.5.2 Caracterizagcao sensorial da Propolis Bruta e EEP

Para fins de caracterizacdo as amostras foram submetidas a provas
sensoriais realizadas por trés pesquisadores voluntarios no Laboratério de Produtos
Naturais da UFPI/ Teresina-Pl onde, cada provador, avaliou os critérios aroma, cor,
sabor, consisténcia e granulometria para a prépolis bruta, bem como avaliou aroma,

cor, sabor e aspecto para o EEP de acordo critérios da Instrugcdo Normativa N° 3.

Os resultados foram anotados e submetidos a comparagao com a finalidade

de se obter um consenso prevalente sobre as opinides declaradas.

3.5.3 Caracterizagao fisico-quimica de EEP e da Prépolis Bruta

3.5.3.1 Determinagao do teor de umidade para amostras de EEP e Prépolis Bruta
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A avaliagcao do teor de umidade foi realizada de acordo com a metodologia
para analise fisico-quimica de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008), com
adaptagdes, de modo que foi inicialmente pesado um cadinho vazio (C), seguido do
registro do valor do cadinho com amostra umida (CAU), sendo registrado o

equivalente a 2 g de amostra.

Findada a etapa anterior, iniciou-se a realizagao do teste do teor de umidade
propriamente dito. Nessa etapa o cadinho contendo a amostra umida foi colocado
dentro de uma estufa de secagem onde foi submetido a uma temperatura de 105 °C
e nela permaneceu por aproximadamente 6 (seis) horas para que a agua presente no

alimento fosse evaporada.

Findado a etapa do CAU na estufa, o mesmo foi transferido para um
dessecador, onde permaneceu até serem completadas 24 (vinte e quatro) horas da
primeira pesagem. Transcorridas as 24 (vinte e quatro) horas, com o auxilio de um
papel e de forma agil, o cadinho com a amostra foi pesado em balanga analitica e

efetuou-se o registro do valor obtido.

Essa mesma amostra retornou para a estufa a 105 °C por uma hora, sendo
em seguida disposta em dessecador até atingir a temperatura ambiente para, so

entdo, ser novamente pesada em balanca analitica.

A etapa anterior foi sucessivamente repetida até que duas pesagens
consecutivas ndo demonstrassem mais variagdes significativas em seus valores (ndo
exceder 5,0 mg). O peso seco final foi entdo registrado e utilizado para determinacao

do teor da umidade presente na amostra (M%), como segue.

Para a determinagao do teor da umidade presente na amostra (M%) fez-se

uso da respectiva formula:
M% = (CAU — CAS) x 100/ (CAU - C)
Onde:
M% = Percentual de umidade da amostra

CAU = Peso do cadinho contendo a amostra umida
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CAS = Peso do cadinho contendo a amostra seca

C = Peso do cadinho vazio

3.5.3.2 Analise do teor de cinzas para amostras de EEP e Prépolis Bruta

A avaliacdo do teor de cinzas da amostra foi realizada de acordo com a
metodologia para analise fisico-quimica de alimentos do Instituto Adolfo Lutz (2008),

com adaptacoes.

Apos término da avaliagdo do teor de umidade, o cadinho com o produto
residual que estava no dessecador foi transferido para um forno tipo mufla, sendo
submetido a aquecimento a 550 °C, permanecendo até que a amostra no cadinho

apresentasse coloragao branca ou cinza claro.

Apods, a mufla foi desligada, aguardou-se a temperatura reduzir para 200 °C,
sendo o cadinho com as cinzas disponibilizado num dessecador, onde foi mantido até

atingir a temperatura ambiente.

Decorrido o tempo de redugao da temperatura o cadinho com as cinzas (CAC)
foram pesados e os valores obtidos utilizados para determinacdo do percentual de

cinzas da amostra (C%), de acordo formula a seguir:

C% = (CAC — CA) x 100/ (CAA — CA)

Onde:
C% = Percentual de cinzas da amostra
CA = Peso do cadinho vazio (g)

CAA = Peso do cadinho com amostra (g)
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CAC = Peso do cadinho com as cinzas

3.5.3.3 Determinagao do teor de fendis totais para amostras de EEP e Prépolis Bruta

O teor de fendis do EEP e da prépolis bruta da S. aff. postica, nas
concentragdes de 1 mg/mL e 2 mg/mL, foi determinado por meio do ensaio de Folin-

Ciocalteau descrito por Tambe e Bhambar (2014), como a seguir.

Inicialmente adicionou-se em tubos de ensaio 100 uL de cada amostra a ser
analisada (EEP nas concentragbes de 1 mg/mL e 2 mg/mL e Proépolis Bruta nas
concentragdes de 1 mg/mL e 2 mg/mL) e para cada uma realizou-se as seguintes
etapas: adicionou-se 900 pL de agua destilada e 100 uL do reagente de Folin-
Ciocalteau, agitou-se a mistura. Apos 5 minutos, 1 mL de carbonato de sédio (Na2COs)

a 7%, ao final adicionou-se 5 mL de agua destilada.

Incubou-se por 40 minutos a temperatura ambiente e as absorbancias foram

lidas a 750 nm em espectrofotdmetro ultravioleta (UV)/ Visivel.

Uma solugdo padrdo de Acido Galico foi preparada nas concentragées de 40,
80, 120, 160, 200 pug/mL, nas mesmas condigdes descritas anteriormente. A partir
desta foi preparada a curva padrdo de Acido Galico (r = 0,994), a qual foi utilizada

para determinacao de fendis totais nas amostras analisadas.

As analises foram realizadas em quadruplicata com resultados expressos em

mg de equivalente de acido galico (EAG)/100 g da amostra (EEP e Prépolis Bruta).

3.5.3.4 Determinagao do teor de flavonoides totais para amostras de EEP e

Prépolis Bruta
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O teor de flavonoides foi analisado através do ensaio colorimétrico de Cloreto

de Aluminio (AICIs) descrita por Tambe e Bhambar (2014), com adaptacgoes.

O ensaio consistiu em adicionar em tubos de ensaios 500 uL (5 mg/mL) das
amostras, com 2 mL de agua destilada e 150 uL de nitrito de sédio a 5% (NaNOz2),
apo6s 5 minutos adicionou-se 150 uL de AICls a 10%, ap6s 5 minutos 1 mL de Hidréxido
de Sédio 1M (NaOH) e completou-se o volume final com agua destilada para 5 mL.

Logo em seguida realizou-se as leituras a 510 nm no espectrofotémetro ultravioleta
(UV)/ Visivel.

A etapa anteriormente descrita foi executada para amostras de EEP e Prépolis
Bruta nas concentragdes de 1 mg/mL e 2 mg/mL, sendo utilizado uma solugéo padrao
de quercetina como referéncia, nas concentragdes de 40, 80, 120, 160, 200 ug/mL,

preparadas nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

O teor de flavonoides foi expresso em mg de QE/100 g da amostra (EEP e
prépolis bruta), com analise realizada em quadruplicata e os resultados obtidos

extrapolados numa curva analitica padrao de quercetina (r = 0,992).

3.5.3.5 Determinacao do indice de oxidagcao para amostras de EEP e Prépolis

Bruta

O indice de oxidagao das amostras foi determinado de acordo Melo, Matsuda
e Almeida-Muradian (2012) através da pesagem de 0,2 g de amostra, posteriormente
dissolveu-se a pesagem anterior em 5 mL de alcool etilico e foi deixada em repouso
por 1 hora a temperatura ambiente. Apds este periodo, foram acrescentados 100 mL
de agua destilada e a solugéo foi filtrada em papel de filtro n° 3.

Do filtrado obtido foi transferido 1 mL de cada amostra para um béquer de 250
mL sendo adicionado a essa amostra 40 mL de agua destilada e 1,0 mL do acido
sulfurico 20%. A mistura foi agitada por 1 minuto e depois foi acrescentado 5 uL de

permanganato de potassio 0,1 N.
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As amostras de EEP e Prépolis Bruta foram analisadas nas concentragdes de
1 e 2 mg/mL sendo que, logo apds a adigcdo do permanganato de potassio e com o
auxilio de um cronémetro, foi aferido o tempo, em segundos, necessario para o
desaparecimento da cor rosa, a qual determina o indice de oxidagdo (BRASIL, 2001;
FORUM NACIONAL DE AGRICULTURA, 1997).

3.5.4 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana por Disco de Difusao para

amostras de EEP e Prépolis Bruta

Foram realizados testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro através do
estudo dos halos de inibicdo pelo Método de Difusdo em Disco (MDD) e a
determinacédo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) (CLSI, 2015).

Para a avaliacdo de sensibilidade antimicrobiana foram utilizadas cepas de
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia
coli repicadas em 20 mL de Agar Miieller Hinton (MH) vertido em placas de Petri, um
dia antes de realizar o experimento, sendo mantidas em estufa bacterioldgica a 37 °C
(BrCAST, 2018).

As cepas liofilizadas foram ressuspendidas em MH (algumas sao colocadas
em Skim Milk, com vistas a reduzir danos do processo de estocagem: congelamento
e descongelamento) e entdo sdo congeladas (a -80 °C) para posteriores usos (CLSI,
2015).

Nessa etapa preparou-se também as placas de Petri (90 mm x 15 mm) a
serem usadas no teste que, previamente esterilizadas, receberam 20 mL de agar MH
(também estéril e resfriado), ficando com uma espessura de aproximadamente 3 mm,
sendo, em seguida, armazenadas em estufa bacteriolégica a fim de avaliar possivel
proliferacdo microbiana, o que indicaria contaminacdo prévia do material. No dia
seguinte ao repique e preparo das placas com meio de cultura, estas (caso néo

contaminadas) foram inoculadas.
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Utilizou-se como controle positivo discos de papel filtro embebidos do
antibiético Ciprofloxacino a 60 ug/mL, além de discos com aliquotas de alcool de
cereais e, como controle negativo, utilizou-se discos com agua estéril (10 uL de cada

controle testado).

As cepas bacterianas de referéncia utilizadas para avaliagdo da atividade
antimicrobiana e da Concentragao Inibitéria Minima (CBM) foram linhagens padréo
American Type Culture Collection (ATCC) de: Listeria monocytogenes (7644, 13932 e
19114), Staphylococcus aureus (25923), Streptococcus mutans (25175) e Escherichia
coli (25922).

3.5.4.1 Preparo da suspensao microbiana (Inéculo)

O inéculo bacteriano foi ajustado com salina 0,85% (solucéo salina 0,85 a
0,9%).

Algumas coldnias foram retiradas da placa repicada um dia anterior ao teste,
distribuidas em tubo contendo 10 mL de salina e homogeneizadas em vortex. Uma
parcela do homogeneizado foi disposto em cubeta e submetido a leitura de
absorbéancia em espectrofotometro (UV/ VIS), com salina como branco, em 625 nm. A
absorbancia registrada foi entre 0,08 e 0,10, a qual corresponde a concentracao de
1x108 UFC, ou seja, a 0,5 na escala de McFarland (CLSI, 2015).

3.5.4.2 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana/ Método de Disco-Difusdo (MDD)

A andlise da sensibilidade antimicrobiana pelo método de disco de difusédo se
deu através da semeadura de placas de Petri, com o auxilio de al¢as bacteriol6gicas
estéreis e descartaveis, sendo o indculo previamente padronizado em agar MH. Todas
as placas receberam a mesma quantidade do in6culo ja ajustado (100 uL), a fim de
evitar diferencas na semeadura, sendo o mesmo espalhado uniformemente por todo

a superficie do agar com o auxilio da alca de inoculacéo.
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Para cada ATCC avaliada foram montadas oito placas de Petri, sendo uma
para avaliacdo do controle positivo (Ciprofloxacino 60 pg/mL), uma para avaliacao de
cada diluente utilizado (alcool 70%, alcool de cereais puro e agua destilada) e uma
placa para avaliacdo de cada concentracéo obtida a partir da diluicdo do EEP (0,25

mg/mL; 0,5 mg/mL; 1 mg/mL e 2 mg/mL).

O teste foi realizado em triplicata, ou seja, em cada placa foram dispostos trés
discos equidistantes, de aproximadamente 7 mm cada, contendo o0 mesmo volume de
componente a ser testado (10 uL) e na mesma concentragdo. Os discos foram
dispostos firmemente na superficie da placa de agar MH garantindo que mantenham
completo contato com a superficie do agar, empregando leve pressao com a ponta da
pinga e, uma vez aplicados, os discos ndo puderam mais ser removidos dado que ja

haveria iniciado a difusdo dos agentes impregnados para testagem (BrCAST, 2018).

Para a Listeria monocytogenes optou-se por pipetar a solugao sobre os discos
dispostos em placa de Petri aberta, a fim de promover a evaporacao do alcool, em
seguida foram mantidos em estufa, para secagem final da solugao, sé entdo foram
dispostos sobre a placa de Petri semeada com o inéculo. Para a Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli optou-se por pipetar a solugao a ser

testada diretamente sobre os discos ja dispostos na placa semeada com o indculo.

Ap0s aplicagao dos discos, as placas foram dispostas na estufa bacteriolégica
na posigao invertida, assegurando que os discos nao caissem da superficie do agar.
A incubacdo foi providenciada em até 15 minutos apds a aplicacdo dos discos
obedecendo as condigdes especificas para o microrganismo estudado (Listeria
monocytogenes, 35 £+ 1 °C em ar com 4-6% de CO por 16-20 h; Staphylococcus
aureus, 35 £ 1 °C em ar por 16-20 h; Streptococcus mutans, 35 £ 1 °C em ar com 4-
6% de CO por 16-20 h) (BrCAST, 2018).
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3.5.4.3 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

As placas com culturas de agar Mueller-Hinton foram lidas observando a
superficie contendo os discos, sob a luz refletida, analisando as bordas dos halos nos
pontos de completa inibicao do crescimento, vistas a olho nu, com a placa posicionada
a cerca de 30 cm dos olhos (BrCAST, 2018).

A atividade antimicrobiana foi mensurada pela afericdo do didmetro (mm) da
zona de inibigdo (halo) formada ao redor de cada disco, utilizando-se uma régua
milimetrada. Na interpretacao dos resultados foi evitado a sobreposicéo de halos e a
interferéncia de mais de um agente antimicrobiano na mesma porgao da placa de Petri
(FERRONATTO et al., 2007).

Considerou-se como Concentracdo Inibitéria Minima a menor concentracéo

empregada em disco que tenha promovido a formagao de halo de inibigao.

3.5.4.4 Substancia empregada como padrao antimicrobiano

O padrao de antibiético utilizado para verificagao da atividade antimicrobiana

foi o Ciprofloxacino a 60 ug/mL, com procedimento descrito a seguir.

A preparagdo da solugdo de antibiético foi realizada em capela de fluxo
laminar. Abriu-se cuidadosamente o frasco de colirio de ciprofloxacino 0,3% (3 mg de
ciprofloxacino base em 1 mL de colirio) e retirou-se 200 pL (equivale a 600 pg de
ciprofloxacino). O volume retirado de colirio de ciprofloxacino foi adicionado a um
baldo volumétrico de 10 mL e completado o volume com agua ultrapura, previamente
autoclavada. Desta forma, a concentragao da solucado de antibidtico resultou em 60

Mg/mL, sendo considerada a MIC do antibidtico.

Apods o preparo da solugado, a mesma foi acondicionada em tubo eppendorf,

devidamente identificado, e conservado em geladeira.
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3.5.4.5 Controle do diluente

Foi utilizado como diluente o alcool de cereais puro.

O mesmo também foi testado, sendo pipetado 10 uL em discos de papel filtro

e avaliado sua acgao sobre as bactérias estudadas.

3.6 Tratamento estatistico dos dados

Os dados foram tabulados inicialmente em planilhas do Excel afim de obter-
se as médias e desvios padrdo necessarios. O software Excel também foi utilizado
para os calculos referentes ao indice de umidade e cinzas e o ajuste a curva de
calibracdo dos valores de absorbancia para os testes de teores de fendis e de

flavonoides nas amostras de propolis bruta e de extrato etandlico da prépolis.

Com o auxilio do software BioEstat 5.3 foi realizado o Teste de Analise de
Variancia (ANOVA): um critério (Tukey, com nivel de significancia de 5%, admitindo p
< 0,05), para avaliar as diferencas significativas entre os valores encontrados para 0s

halos de inibicdo formados no teste de sensibilidade antimicrobiana.

3.7 Tratamento do material microbiologico

As bactérias que foram utilizadas na pesquisa geraram residuos em saude
classificados como (GRUPO A). As culturas e estoques de microrganismos, e

instrumentais utilizados para transferéncia e inoculagdo, foram monitorados no
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laboratério gerado e acondicionados de maneira compativel com o processo de
tratamento a ser utilizado. Foi adotado como tratamento para obtengao da eliminagao
da carga microbiana, o procedimento de autoclavagem. O processo de autoclavagéo
aplicado garantiu a eficacia dos equipamentos mediante controles quimicos e

bioldgicos periddicos devidamente registrados (ANVISA, 2004).



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Varios estudos sobre as propriedades bioativas da propolis de Meliponinas do
Brasil tém sido realizados no intuito de elencar quais atividades biologicas sao
resultados de sua composicdo (antibacteriana, antifungica, antioxidante,
imunomoduladora, anticancerigena, dentre outras) e quais substancias sao
responsaveis por essas atividades. Adelman (2005), por exemplo, ja havia afirmado
que o teor de componentes fendlicos e de flavonodides, mesmo presente em pequenas
concentracbes, podem ser 0s responsaveis pela propolis apresentar tais

propriedades.

Mesmo a abelha Scaptotrigona aff. postica sendo citada, por exemplo, em
estudos frente a formas de céncer, como no combate a tumores de Ehrlich em
camundongos (ARAUJO et al.,, 2010), e em estudos sobre seu vasto potencial
polinizador, indicando que esta € uma espécie excepcional na coleta de compostos
quimicos da natureza, fato esse que também ¢é importante para a manutengao da
biodiversidade nos ecossistemas (SOUZA et al., 2015), o extrato da propolis da
referida abelha ndao apresentou resultados satisfatorios na presente pesquisa frente

aos grupos microbianos testados, como descrito a seguir.
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4.1 Caracteristicas sensoriais da Propolis Bruta e do EEP

As amostras da prépolis bruta possuiam aroma caracteristico resinoso, com
coloragdo em tom marrom, sabor caracteristico forte e amargo, consisténcia rigida a

temperatura ambiente e granulometria heterogénea.

Ja o extrato etandlico das amostras da propolis possuia aroma caracteristico
resinoso, de coloragdo em tons de &mbar, sabor caracteristico forte e amargo e com

aspecto pastoso, limpido e homogéneo.

Dutra et al., 2008, em analises sobre a geopropolis e seus extratos
hidroalcodlicos (EHA) da abelha nativa Melipona fasciculata Smith (nome comum -
Tiuba), da baixada maranhense (cidades de Arari, Sdo Jodo Batista e Sdo Bento),
classificaram sete amostras de geoprépolis como de aroma inodoro, com cor marrom
escuro (tipico de geoproépolis devido a presenga de materiais terrosos) e sabor
amargo. Quanto aos EHA’'s o aroma variou de resinoso a adocicado, com coloragéo
marrom escuro e de sabor variando entre amostras insipidas, resinosas, picante ou

amargas.

A coloracao da prépolis varia em funcédo da sua procedéncia, manifestando
tons que vao desde o marrom escuro, tons esverdeados até o marrom avermelhado,
com um odor caracteristico e também variavel, assim como também existem propolis
sem nenhum odor. O sabor pode variar de suave balsamico a forte e picante, estando

intimamente dependente de sua origem botanica (MARCUCCI, 1996).

4.2 Teor de umidade e cinzas

Avaliar o teor de umidade das amostras é importante para se ter
entendimento, principalmente, sobre as possibilidades de proliferacdo de fungos.

Teores médios muito elevados de umidade na propolis estdo associados a
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armazenamento inadequado, em especial quando néo refrigerada, ou ainda como
resultado da acédo de fatores ambientais, o que favorece o crescimento fungico,
inviabilizando o consumo, comercializagdo, transporte ou mesmo sua manipulacao
farmacolégica (WOISKY, 1996; MARCUCCI et al., 1998; MARCUCCI, BANKOVA,
1999).

Nesse sentido, conforme Tabela 1, o teor médio de umidade da amostra de
EEP avaliada neste trabalho foi de 8,20%, onde para a mesma, nao ha valores
estabelecidos pela Instrugdo Normativa Brasileira N° 03 (BRASIL, 2001), nem
tampouco foram encontrados pesquisas com valores sobre essa mesma caracteristica

em EEP da mesma abelha.

No que se refere a determinacéo do teor de umidade para a prépolis bruta o
resultado encontrado foi de 9,19% (Tabela 2), ou seja, acima do delimitado pela
Instrugdo Normativa N° 3 que prevé um valor maximo de 8%. Tal resultado diverge
dos resultados obtidos por Oliveira et al., (2015) em estudos com a prépolis bruta de
abelhas nativas da regido amazédnica no periodo entre outubro de 2013 a janeiro de

2014, onde para a Scaptotrigona sp. o valor encontrado foi de 6,58% + 0,20.

O valor da umidade encontrada na propolis bruta também se mostrou maior
do que o valor encontrado no extrato etandlico da mesma fonte de prépolis, isso
porque parte da umidade do extrato também €& perdida durante as etapas realizadas
no rotaevaporador. Além disso, neste trabalho foram analisadas amostras de propolis
colhidas no més de julho de 2019, periodo caracterizado com chuvas esporadicas e
que marcam o fim do periodo de fortes chuvas vivido pela cidade de Barra do Corda
— MA (cidade da coleta) e regido, podendo ser o motivo da obtencédo de um valor acima

do previsto pela normativa brasileira para o limite de umidade na propolis bruta.

Quanto ao teor de cinzas, foram encontradas 2,68% e 5,67% de cinzas no
extrato etandlico da prépolis e na propolis bruta respectivamente (Tabelas 1 e 2,
respectivamente), sendo que nao ha valor de referéncia preconizado para a analise
de extrato etandlico da propolis, enquanto a propolis bruta se mostrou acima do limite

maximo da normativa brasileira, onde o padrao é de no maximo 5% (m/m).
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Segundo Franco et al. (2000), teores elevados de cinzas encontrados em
amostras de propolis sdo resultados, provavelmente, das impurezas naturais
encontradas como contaminantes da propolis, muitas derivadas do habitat natural das
abelhas uma vez que essas tém a habilidade de coletar elementos variados no

ambiente, divergindo dos produtos de origem botanica.

Tabela 1 — Teor de umidade e teor de cinzas médios do extrato etandlico de propolis
de Scaptotrigona aff. postica, Barra do Corda, Maranhéo, Brasil, 2020, expressos em
média e desvio padrao, em funcao de padrdes de qualidade nacional

Caracteristicas Média £ DP BRASIL?
Umidade (%) 8,20+ 0,25 -
Cinzas (%) 2,68+ 0,64 -

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: ( - ): padrdo nao requerido; DP: desvio padrao; EEP: extrato etandlico da prépolis
a Valor preconizado pela legislagao brasileira (BRASIL, 2001)

Tabela 2 — Teor de umidade e teor de cinzas médios da prépolis bruta de Scaptotrigona
aff. postica, Barra do Corda, Maranhao, Brasil, 2020, expressas em média e desvio
padrao, em funcéo de padrdes de qualidade nacional

Caracteristicas Média + DP BRASIL?
Umidade (%) 9,19+ 0,02 Max. 8% (m/m)
Cinzas (%) 5,67 £ 1,21 Max. 5% (m/m)

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: DP: desvio padrao; Max.: maximo
@ Valor preconizado pela legislagéo brasileira (BRASIL, 2001)

4.3 Teor de fendlicos e flavonoides totais

O estudo do percentual de compostos fendlicos totais presente nas amostras
estudadas foi realizado com base na quantificagdo do composto acido galico, sendo
estudado em seis niveis diferentes de concentragédo (de 0 a 200 pg/mL) obtendo a
equacéo linear y = 0,0369x + 0,0176 (R? = 0,994), conforme Grafico 1. Ja o estudo do
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teor de flavonoides totais nas amostras foi realizado com base na quantificacdo da
quercetina, sendo estudada em seis niveis diferentes de concentragao (de 0 a 200

ug/mL) e a equacao linear obtida foi y = 0,0363x — 0,0239 (R? = 0,992), conforme
Grafico 2.

Grafico 1 — Curva de calibragao do acido galico pelo método de espectrofotometria
UV/Vis
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Fonte: Do autor (2020).

Legenda: Medidas de absorbancia em 750 nm, com curva analitica expressa em
y =0,0369x + 0,0176 com r = 0,994

Grafico 2 — Curva de calibracdo da quercetina pelo método de espectrofotometria
UV/Vis
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Fonte: Do autor (2020).

Legenda: Medidas de absorbancia em 510 nm, com curva analitica expressa em
y =0,0363x — 0,0239 com r = 0,992

O teor de compostos fendlicos totais encontrado nas amostras de EEP nas
concentracdes de 1 mg/mL e 2 mg/mL foi de 1,42 + 0,07 mg de EAG/100 g de EEP e
2,70 £ 0,20 mg de EAG/100 g de EEP, respectivamente (Tabela 3), enquanto que para
a propolis bruta foi de 1,54 £ 0,09 mg de EAG/100 g de PB e 2,10 + 0,18 mg de
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EAG/100 g de PB, também nas concentracbes de 1 mg/mL e 2 mg/mL,

respectivamente (Tabela 4).

Ja os teores de flavonoides totais encontrado no EEP foram de 13,08 £ 0,31
mg de QE/100 g de EEP e 26,46 + 0,41 mg de QE/100 g de EEP para testes com as
concentragdes de 1 mg/mL e 2 mg/mL, respectivamente (Tabela 3), enquanto que os
teores obtidos para a prépolis bruta foi de 7,15 + 0,33 mg de QE/100 g de PB e 13,09
+ 0,17 mg de QE/100 g de PB, também nas concentragdes de 1 mg/mL e 2 mg/mL,

respectivamente (Tabela 4).

Esses grupos de compostos sdo importantes na caracterizagdo das amostras
estudadas haja visto que sao citados como responsaveis pela bioatividade da propolis
com destaque para a acdo antioxidante. Os flavonoides sao os antioxidantes mais
presentes e abundantes em propolis, o que esta relacionado ao fato desse grupo de
substancias também ser abundante nos vegetais, conferindo aos mesmos protecao
antimicrobiana, agao antioxidante, controle de atividade enzimatica, dentre outras
acoes, e dentre os flavonoides a quercetina € uma das substancias de maior destaque
(MARKHAM, 1982; YAMAUCHI et al., 1992; ZUANAZZI, 1999; MORENO et al., 2000;
NAGAI et al., 2001).

A analise realizada com o EEP e a prépolis bruta da Scaptotrigona aff. postica
de Barra do Corda — MA revelaram teores maiores de flavonoides totais quando em
comparagao com o teor de fendis totais nas amostras aqui estudadas, conforme

valores descritos nas Tabelas 3 e 4 a seguir.

Tabela 3 — Teores de fendlicos e flavonoides totais presentes no extrato etandlico de
propolis de Scaptotrigona aff. postica, Barra do Corda, Maranhao, Brasil, 2020
Fenolicos totais (mg de EAG/ Flavonoides totais (mg de QE/

Amostras 100g de EEP) 100g de EEP)
Média + DP Média + DP
1 mg/mL de EEP 1,42 + 0,07 13,08 + 0,31
2 mg/mL de EEP 2,70 £ 0,20 26,46 + 0,41

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: EAG: equivalente acido galico; QE: equivalente quercetina; EEP: extrato etandlico da
propolis
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Tabela 4 — Teores de fendlicos e flavonoides totais presentes na propolis bruta de
Scaptotrigona aff. postica, Barra do Corda, Maranhao, Brasil, 2020
Fendlicos totais (mg de EAG/ Flavonoides totais (mg de QE/

Amostras 100g de prépolis bruta) 100g de prépolis bruta)
Média + DP Média + DP
1 mg/mL de
Prépolis bruta 1,54 + 0,09 7,15+ 0,33
2 mg/mL de 2,10+ 0,18 13,09 0,17

Prépolis bruta

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: EAG: equivalente acido galico; QE: equivalente quercetina

Segundo Silva et al. (2016), em estudo sobre oito amostras coletadas de
geopropolis da meliponina Plebeia aff. flavocincta da zona rural da Serra do Mel e da
cidade de Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil, relatando que duas amostras (F e G)
se destacaram por apresentar altos teores de compostos fendlicos (usando como
padrdao o acido tanico) e de flavonoides (usando como padrdao a quercetina), com
relagdo as demais onde, para fendis totais, os valores foram (5,67 £ 0,39% e 9,40 *
0,28%) e maiores concentragdes de flavonoides totais (10,05 mg/100 g e 22,00

mg/100 g de geopropolis).

Vieira, et al. (2015) quantificaram fendis totais em valores bem acima de
flavonoides totais (fendis totais 50,47 mg de EAG/g e flavonoides totais na
concentragcédo de 2,01 mg de EQ/g), para a mesma espécie de abelha e da mesma
cidade dessa presente dissertacao, o presente trabalho obteve um teor de fendis totais
com valor inferior a concentragao verificada para o teor de flavonoides totais, como ja
citados nas Tabelas 3 e 4. Todavia, vale ressaltar que os teores de fendis e flavonoides
totais, bem como a atividade antioxidante promovida, sao caracteristicas intimamente
relacionadas com a flora local e que esta sofre constantes influéncias de fatores
climaticos, tais como temperatura, luminosidade e pluviosidade (DUTRA et al., 2008;
CARDOZO et al., 2015; LIMA, 2015).
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4.4 Determinacao do indice de Oxidacdo do EEP e da Prépolis Bruta

O indice de oxidacdo de um alimento pode ser relacionado com o seu
potencial de bioatividade, a idade do produto analisado e o acondicionamento do
mesmo. Valores elevados para o indice de oxidagao da propolis podem ser resultados
de um armazenamento por longo periodo e/ou sob temperaturas elevadas, o que pode
ocorrer tanto no interior das colmeias ou na forma de armazenamento pds coleta na
natureza (ASIS, 1989).

As médias dos valores encontrados para a determinagdo dos indice de
oxidacdo de amostras de prépolis bruta, bem como de seu extrato etandlico, estao
apresentadas na Tabela 5. Em todas as amostras analisadas a variagao do indice de
oxidacdo se manteve dentro do limite estabelecido pela Instru¢cdo Normativa N° 3,
sendo estipulado como valor maximo o tempo de 22 segundos para a reagao

colorimétrica empregada (BRASIL, 2001).

Tabela 5 — Atividade de oxidacao do extrato etandlico de prépolis e da prépolis bruta
de Scaptotrigona aff. postica, Barra do Corda, Maranhao, Brasil, 2020, expressos em
meédia e desvio padrao, em funcao de padroes de qualidade nacional

Amostra Al = ol BRASIL? (seg.)
(seg.)
Extrato Etandlico da Propolis 7+0 Max. 22
Prépolis Bruta 3+0 Max. 22

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: DP: desvio padrao; Max.: maximo; seg.: segundos; EEP: extrato etandlico da prépolis
a Valor preconizado pela legislagao brasileira (BRASIL, 2001)
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4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana

O Teste de Sensibilidade Antimicrobiana foi determinado sobre seis diferentes
cepas bacterianas, divididas entre Gram-positivas e Gram-negativa. Os resultados
indicam que os extratos etandlicos de propolis da abelha Scaptotrigona aff. postica se
mostraram ineficientes nas concentragdes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2
mg/mL em estudos in vitro frente as cepas bacterianas de Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Escherichia coli analisadas.

Silva et al. (2016) avaliaram a acado antimicrobiana de amostras de
geopropolis da meliponina Plebeia aff. flavocincta da zona rural da Serra do Mel e da
cidade de Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil, analisando oito amostras coletadas,
frente a Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 35032),
usando como controle positivo ciprofloxacino (5ug). No estudo de Silva et al. (2016) a
cepa utilizada para Escherichia coli (ATCC 25922) é a mesma utilizada no estudo da
presente dissertagcdo e em todas as concentragdes dos extratos hidroalcoolicos da
geoproépolis (12,5; 25; 50; 75 e 100%) foram observados halos de inibigdo frente ao
grupo microbiano testado, com algumas concentragdes registrando valores superiores

aos halos formados pelo controle positivo.

Em estudo similar Akatsu (2009) avaliou a bioagao da prépolis de espécies do
género Scaptoptrigona relatando que extratos tanto da S. aff. postica como S. aff.
depilis apresentaram baixa atividade contra Staphylococcus aureus, nenhuma
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, além de ndo demonstrar efeito
inibitorio frente a Candida albicans e um efeito inibidor para o crescimento do fungo

Aspergillus brasiliensis.

Diferentemente dos resultados de Akatsu (2009), bem como dos resultados
da presente dissertagcdo, Farnesi et al. (2009), dentre os grupos microbianos
analisados, identificaram agéo inibitéria efetiva do extrato da propolis de Scaptotrigona
sp. frente a culturas de Staphylococcus aureus e de Escherichia coli. Nesse mesmo
trabalho os autores sugeriram que a acao bactericida seria um resultado da agao dos
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flavonoides presentes no extrato, atuando em canais iGnicos e em reagdes de

fosforilagcao e desfosforilagdo da membrana plasmatica.

As bactérias testadas neste trabalho foram sensiveis ao antibiético comercial
ciprofloxacino, com halos de inibicao de crescimento médios de 14,333 mm, 10 mm e
10 mm, para as ATCC’s 19114, 7644 e 13932 de L. monocytogenes, respectivamente,
média de 15,666 mm e 7,333 mm para a ATCC 25923 e ATCC 25175 de S. aureus e
S. mutans, respectivamente, além de halo com média de 23,666 mm para a ATCC
25922 de E. coli.

Foram ainda evidenciadas diferengas significativas entre a agao do antibiético
ciprofloxacino (controle positivo) e demais controles e solu¢des de EEP avaliados, nédo
havendo formacédo de halos de inibicdo em nenhuma das concentragcdes do EEP

testadas. Os resultados para os halos obtidos estao descritos da Tabela 6 abaixo.

Tabela 6 — Média e desvio padrao dos halos de inibicdo bacteriana dos grupos
experimentais em mm frente a Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans e Escherichia coli (N = 3)

Grupo experimental

Ciprofloxacino  Alcool de cereais puro

Microrganismo Média + DP Média + DP

Gram positivas

ATCC 19114 14.333 + 0.471 a
L. monocytogenes ATCC 7644 10+0 a
ATCC 13932 10x0 o
S. aureus ATCC 25923 15.666 £ 0.471 7.666 +£0.471
S. mutans ATCC 25175 7.3331£0.471 o

Gram negativa

E. coli ATCC 25922 23,666 + 0.613 a

Fonte: Do autor (2020).
Legenda: mm: milimetros; N: nimero de repeti¢des; DP: desvio padrado; &: sem formagao de halo

As médias dos halos de inibicdo formados pela agdo do antibidtico

ciprofloxacino in vitro mostram que o mesmo é mais eficiente frente a bactéria E. coli
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(ATCC 25922) do que contra a S. aureus (ATCC 25923), seguido de uma menor acao
contra as bactérias L. monocytogenes (ATCC’s 19114, 7644 e 13932) e com uma agao
mais inferior frente a S. mutans (ATCC 25175).

Além disso também foi evidenciado que o diluente alcool de cereais foi o Unico
grupo experimental testado, além do antibiético padrdo, que demonstrou agao
antibacteriana, sendo esta apenas frente a bactéria S. aureus, sem efeitos sobre as
demais cepas testadas. Havendo a formacdo de halos de inibicdo de alguma
concentracéo de EEP frente a bactéria S. aureus, o correto seria a repeticdo dos testes

para descartar a influéncia do diluente alcool de cereais.

Compostos do grupo dos flavonoides e dos fendis sao tidos como de destaque
na ac¢ao antimicrobiana promovida pela prépolis e, mesmo 0 mecanismo
antibacteriano ainda sendo tido como complexo, infere-se que o sinergismo entre

flavonoides e outros compostos € o que garante essa complexa cadeia de agao.

Apesar do EEP a 1 mg/mL apresentar 1,42 + 0,07 mg de EAG/100 g de EEP
e 13,08 £ 0,31 mg de QE/100 g de EEP de teor de fendlicos totais e de flavonoides
totais, respectivamente, e a 2 mg/mL apresentar 2,70 + 0,20 mg de EAG/100 g de EEP
e 26,46 £ 0,41 mg de QE/100 g de EEP de teor de fendlicos totais e de flavonoides
totais, respectivamente, em nenhuma das concentragdes testadas foi verificada acao

antimicrobiana contra os organismos testados.

Nao houve, por tanto, nenhuma sensibilidade dos microorganismos gram-
positivos e do grupo gram-negativo testados in vitro como resultado da interagéo dos
mesmos com extratos etandlicos de propolis da abelha S. aff. postica nas

concentragdes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL.

Vale ressaltar que, possivelmente, a falta de atividade antimicrobiana esta
relacionada com as caracteristicas quimicas da mesma, sem relacdo com, por
exemplo, a temperatura a que esteve exposta, uma vez que, segundo Bonhevi et al.
(1994), o seu armazenamento por 3 a 4 anos a temperatura entre 0 °C e 4°C, ou
mesmo a temperatura ambiente, ndo tem comprovado efeito redutor no potencial
antimicrobiano da proépolis e tais padrdes foram controlados durante a realizagao da

pesquisa.
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Tais estudos evidenciam a necessidade de mais pesquisas que contemplem
novas formas de obtengao do extrato, outros mecanismos de proliferagcdo microbiana
e demais cepas, tanto in vitro como in vivo, a fim de se obter dados mais precisos que
fomentem ou descartem a utilizagdo de tal composto pela industria farmacéutica e

demais aplicabilidades.

Algumas amostras sofreram proliferagao de fungos, outras formaram extratos
muito dificeis de solubilizar, o que inviabilizou a realizagdo da metodologia para a
formacéao de biofilme em placas de 96 pocos, sendo necessario entdo optar por testar
a atividade antimicrobiana através do método de difusdo em disco, além da
caracterizagao ter sido feita com amostras de meses marcados por chuvas, o que
pode ter influenciado em resultados como o teor de umidade. Somado a tais
dificuldades, a ocorréncia da pandemia do COVID 19, bem como as determinagdes
por isolamento social, intensificou a impossibilidade de pleno andamento da pesquisa

com a paralisagao das atividades em laboratdérios.



5 CONCLUSAO

O presente trabalho sofreu com limitagdes metodoldgicas que persistiram
desde o transporte de amostras para o laboratoério até a aplicagdo das metodologias

de extracao e avaliacdo antimicrobiana.

Ainda assim, considerando os resultados apresentados e discutidos,

constatou-se que:

e Alguns parametros de analise qualitativa e quantitativa apresentaram
resultados compativeis com os limites aceitaveis de acordo a legislacao
brasileira em vigor (Instrucao Normativa N° 3, de 19 de janeiro de 2001), a saber
a cor, textura, odor, dentre outras caracteristicas qualitativas, além da oxidacao
da amostra de extrato e da prépolis bruta ndo ultrapassar o limite estipulado de

no maximo 22 segundos;

e O teor de umidade encontrado para as amostras de prépolis bruta corrobora a
influéncia das intempéries sobre a qualidade dos produtos oriundos das
atividades das abelhas, uma vez que foi obtido um valor acima do limite
estabelecido de 8% (m/m);

e O valor encontrado para o teor de cinzas nas amostras € reflexo da atividade
coletora das abelhas uma vez que, quanto maior o teor de cinzas maior podera
ser a presenga de residuos organicos presentes e tidos como contaminantes
naturais. Conclui-se entdo que as amostras de propolis bruta estavam,

provavelmente, impregnadas de outros produtos, como fibras, fragmentos de
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folhas, dentre outros, uma vez que registrou valor acima do limite estabelecido
de 5% (m/m);

e Foram registrados valores para o teor de compostos fendlicos totais e
flavonoides totais, o que indica que a propolis da abelha Scaptotrigona affinis

postica pode ter mecanismos de bioacao benéficos a saude humana,;

e Quanto a analise para acao antimicrobiana do extrato etandlico da propolis ndo
foi evidenciado sensibilidade frente as espécies bacterianas a seguir:
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria
monocytogenes (ATCC’s 19114, 7644 e 13932) e Streptococcus mutans (ATCC
25175).

Mediante todos os dados obtidos considera-se que € plausivel a continuidade
de pesquisas acerca da bioquimica dos produtos e subprodutos da abelha
Scaptotrigona affinis postica, diversificando a metodologia empregada, comparando
as diversas técnicas de obtencao de extratos, caracterizando-os por meio de métodos
cromatoGraficos (uma vez que os métodos colorimétricos utilizados nesta dissertagcéao
nao foram adequados para inferir comparacdes entre os teores de compostos
fendlicos totais e flavonoides totais bem como suas correlagdes com demais
caracteristicas) e analisando amostras de diversos periodos do ano, de modo a
melhor caracteriza-las em fungdo de fatores sazonais, contribuindo assim para o
conhecimento da espécie uma vez que ainda € escasso o numero de publicagdes em

especial no que tange as aplicagbes antimicrobianas.



6 PERSPECTIVAS PARA NOVOS TRABALHOS

Neste trabalho foram implementadas metodologias com vistas a obter, diluir,
caracterizar e testar o efeito antimicrobiano promovido por extrato etandlico de
propolis produzida pela abelha S. aff. postica e no decorrer da aplicacdo desse
conjunto de metodologias de analise resultados como o teor de compostos fendlicos
totais e de flavonoides totais se revelaram “interessantes” porém discordantes do que

ja é preconizado em referencial teérico sobre o tema.

Em seguida, entende-se que as anadlises e resultados obtidos no decorrer
desse estudo contribuem com a literatura sobre os conhecimentos acerca das abelhas
nativas do Brasil, bem como os potenciais de uso da propolis, mas ha de se destacar
a necessidade de mais pesquisas dentro das perspectivas de continuidade deste

trabalho, a saber:

- Em relagdo ao extrato de propolis € interessante a continuidade de estudos
semelhantes, mas utilizando diferentes metodologias para obtencao desse extrato,
uma vez no presente estudo o extrato obtido apresentou dificuldades do ponto de vista
da sua diluicdo e uso nas analises para caracterizacao e para teste de sensibilidade

antimicrobiana;

- Fica também como proposta a realizagdo de estudos futuros adequando o
extrato da referida prépolis a metodologias para aplicagao em biofilmes;

- Para a quantificacédo dos teores fendlicos e de flavonoides, comparando com

os resultados obtidos por metodologias colorimétricas, a continuidade dessa area de
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pesquisa deve valer-se de metodologias mais precisas como a Cromatografia Liquida
de Alto Desempenho (HPLC), buscando resultados mais refinados, bem como a

identidade de moléculas;

- E importante também, em havendo trabalhos futuros, que o extrato dessa

prépolis seja testado frente a outras cepas microbianas;

- Além disso, destaca-se a possibilidade de novos estudos testando tal
prépolis como um agente potencializador de antimicrobianos, a fim de evidenciar seu

potencial sinérgico com farmacos de acgéao ja reconhecida.

Assim, com a continuidade de estudos sobre a propolis da abelha
Scaptotrigona aff. postica (LATREILLE, 1807), espera-se poder continuar contribuindo
com a descoberta de novos produtos naturais possiveis de serem aplicados em
diversos ramos da industria, descobrindo novas atividades biologicas para as
espécies encontradas no bioma Cerrado e fomentando o conhecimento tradicional

agregado ao manejo das abelhas nativas do Brasil.
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