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RESUMO

SANCHES, Wendell Sawada. Variacdo regional da composicdo e atividade
antibacteriana da propolis de Melipona quadrifasciata (Hymenoptera, Apidae,
Meliponini). 2022. 51 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Artes, Ciéncias e
Humanidades, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2022. Verséo Original.

O processo de urbanizacgao tem causado forte diminuigé@o na diversidade vegetal ,0 que, por
sua vez, impacta diretamente a vida de determinados animais. Na dindmica diaria das
abelhas sem ferrdo, essa diminuicdo tem importancia impar, ndo apenas pela perda de
locais de nidificacdo (construgdo de ninhos), mas também pela diminuicdo de areas onde se
da a busca por alimentos e matéria prima para a construcdo dos ninhos. Dentre as abelhas
sem ferrdo (Tribo Meliponini) destaca-se a Melipona quadrifasciata (mandacaia), objeto
deste trabalho, cuja prépolis também é chamada de geopropolis. A geopropolis é uma
substancia resinosa de composicdo quimica complexa, coletada pelas abelhas de brotos,
exsudatos e de outras partes do tecido vegetal, e que é transformada através de processos
enzimaticos por adicdo de secrecdes salivares, sendo adicionados terra e/ou barro. Dentre
0S componentes quimicos, destacam-se a presenca de compostos fendlicos, diterpenos,
triterpenos e derivados. Diversas atividades farmacoldgicas das geoprdpolis vém sendo
estudadas, com principal interesse as agdes antibacteriana, antifingica, antiviral, e
antioxidante. No presente trabalho o objetivo foi avaliar a acdo antibacteriana dos extratos
etanolicos e cloroférmicos de geoprépolis de Melipona quadrifasciata oriundas de trés
meliponarios localizados em areas com diferentes graus de interferéncia antrdpica através
do método disco-difusdo e gotejamento direto em placas contendo meio Muller-Hinton
agar semeados com bactérias Staphylococcus aureus ou Escherichia coli. As amostras de
todos os extratos de geopropolis apresentaram atividade antibacteriana com destaque para
0 extrato da geopropolis do melipondrio da EACH- USP, que obteve os melhores
resultados frente as bactérias Staphylococcus aureus. Nas analises quimicas, através de
cromatografia em camada delgada, dos extratos, observou-se que as geopropolis sdo
misturas complexas de compostos e que a geoprépolis da EACH-USP, por estar localizada
na area mais antropizada dentre as trés meliponarios, apresenta menor numero de
componentes.

Palavras-chave: Propolis. Geoprépolis. Antibacteriana. Melipona quadrifasciata.

Mandacaia



ABSTRACT

SANCHES, Wendell Sawada. Regional variation in composition and antibacterial
action of Melipona quadrifasciata propolis (Hymenoptera, Apidae, Meliponini). 2022.
51 p. Dissertation (Master of Science) — School of Arts, Sciences and Humanities,
University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2022. Original version.

The urbanization process has caused a strong decrease in plant diversity, which in turn
directly impacts the lives of certain animals. but also by the reduction of areas where the
search for food and raw material for the construction of nests takes place. Among the
stingless bees (Tribo Meliponini) stands out Melipona quadrifasciata (mandagaia), object
of this work, whose propolis is also called geopropolis. Geopropolis is a resinous substance
of complex chemical composition, collected by bees from shoots, exudates and other parts
of the plant tissue and which is transformed through enzymatic processes by adding
salivary secretions, with soil and/or clay being added. Among the chemical components,
the presence of phenolic compounds, diterpenes, triterpenes and derivatives stand out.
Several pharmacological activities of geopropolis have been studied, with the main interest
being the antibacterial, antifungal, antiviral and antioxidant actions. In the present work,
the objective was to evaluate the antibacterial action of ethanolic and chloroform extracts
of geopropolis of Melipona quadrifasciata from three meliponaries located in areas with
different degrees of anthropic interference through the disc-diffusion and direct drip
method in plates containing Muller-Hinton agar medium seeded with Staphylococcus
aureus or Escherichia coli bacteria. The samples of all geopropolis extracts showed
antibacterial activity, especially the geopropolis extract of the meliponary from EACH-
USP, which obtained the best results against Staphylococcus aureus bacteria. In chemical
analyzes using thin layer chromatography of the extracts, it was observed that geopropolis
are complex mixtures of compounds and that geopropolis from EACH-USP, being located

in the most anthropized area among the three meliponaries, has fewer components.

Keywords: Propolis. Geopropolis. Antibacterial. Melipona quadrifasciata. Mandagaia
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1. INTRODUCAO

Os processos de urbanizacdo da cidade de Sdo Paulo, assim como da regido
metropolitana, observados durante todo o século XX sinalizam mudancas significativas
no modo de vida da populacdo, no uso do solo e espaco urbanos, nas relacdes sociais e
trabalhistas, nas politicas de ocupacdo dos espagos, no zoneamento do territorio, na
priorizacdo de certos modais de transportes em detrimentos de outros, na organizacao da
moradia, no meio-ambiente, além de inimeras outras transformacgdes na forma como a
sociedade se organiza (LEAL, et al. 2008).

A dindmica de urbanizacdo envolve, ainda, impactos ambientais, como
transformacdes da paisagem, modificagdes do solo, alteracdes climaticas, deterioracao
da biodiversidade, produzindo um ambiente muitas vezes totalmente diferente do
original (PICKETT et al., 2011).

Tais mudangas, invariavelmente, reconfiguram habitats e resultam na
modificacdo da distribuicdo das espécies nativas, que, por sua vez, sao substituidas por
populacdes de novas especies adaptadas ao ambiente urbano. Como estas novas
espécies tendem a demonstrar caracteristicas muito semelhantes em decorréncia da
adaptacdo a urbanidade, vé-se um tipo de homogeneizacdo bioldgica, uma espécie de
barreira a biodiversidade (RODRIGUES et al. 2018).

Ainda de acordo com Rodrigues e colaboradores (2018), densidade, tipo de
arborizacdo, e diversidade floristica impactam significativamente a constituicdo da
fauna no territério. Uma maior diversidade da fauna em paisagens urbanas tem sido
associada com alta densidade floristica e presenca condensada de espacos verdes,
necessariamente conectados, como no caso de corredores ecologicos.

O municipio de Sdo Paulo e a grande Sdo Paulo estdo totalmente inseridos no
interior do bioma Mata Atlantica, o qual apresenta a menor &rea proporcional
remanescente dentre os biomas brasileiros. Presente desde o Rio Grande do Norte até o
Rio Grande do Sul, concentra um grande nimero de capitais e as maiores densidades
populacionais do pais, fato que colaborou para a intensa degradacdo desse bioma.
Atualmente restam apenas 12% de sua cobertura original das quais 18% estdo no estado
de S&o Paulo, isso, aliado ao fato de apresentar mega diversidade, faz da Mata Atlantica
um hotspot da biodiversidade (MYERS et al.,2000; IBGE, 2021).

Um dos fatores que tornam esse bioma mega diverso € sua amplitude latitudinal,

cujos fragmentos remanescentes vdo desde a Paraiba até Santa Catarina, perfazendo
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aproximadamente 20° no eixo norte-sul (GONCALVES & BRANDAO, 2008). Nesse
mesmo estudo os autores procuraram identificar as espécies de abelhas ao longo de um
gradiente latitudinal no bioma Mata Atlantica, tendo encontrado 105 espécies, das quais
mais de 50% eram de abelhas sem ferrdo; dentre essas, 4 (quatro) espécies de abelhas do

género Melipona foram encontradas desde Alagoas até Santa Catarina.

Figura 1- Limites da Mata Atléantica, Lei 11.428 de 2006
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Lei da Mata Atlantica-IBGE (2006)
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20.000°5

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica

O processo de polinizacdo é de importancia impar na manutencdo das espécies
de plantas gimnospermas e angiospermas. Trata-se de um processo no qual, células
reprodutivas masculinas sdo transferidas das anteras (por¢do masculina) de uma flor
para o estigma (por¢do feminina) de uma mesma flor ou de uma flor diferente,
possibilitando assim a fecundacéo e, consequentemente, a formagdo de sementes. Para
tal transferéncia as plantas dependem de intermediarios, sdo os chamados agentes
polinizadores, que podem ser bidticos ou abidticos (GIANNINI, et al. 2015).

A interacdo entre plantas angiospermas e insetos polinizadores, como sugerem

alguns autores, é resultado de um processo co-evolutivo no qual as plantas



14

determinaram as estratégias de forrageamento — busca por recursos — e 0s polinizadores
determinaram as estratégias reprodutivas das angiospermas (ENDRESS, 1996).

Dentre os agentes polinizadores bi6ticos, as abelhas constituem o grupo de
maior relevancia, uma vez que calcula-se que 73% das culturas vegetais ao redor do
mundo sejam polinizadas por abelhas (GALLAI & VAISSIERE, 2009).

No Brasil as atividades de criacdo de abelhas sem ferrdo tém sido incentivadas e
0 namero de criadores estd aumentando (KOFFLER, et al. 2021). Porém, mesmo com
esse aumento outras acdes sdo fundamentais para a preservacdo deste grupo de
polinizadores extremamente importante, por exemplo, acfes que visem também a
manutencao de habitats (PAIXAO & SILVA 2021).

Atividades antropicas tém alterado o uso do solo levando a diminuigdo de &reas
naturais e afetando negativamente as populacées de abelhas (MACHADO et al., 2020).
Tais alteracdes tém levado a uma limitacdo das atividades de forrageamento por reduzir
a diversidade e a abundancia da flora e, consequentemente, reduzir os recursos florais
disponiveis para as abelhas, contribuindo para a diminuicdo das populacbes desses
insetos (GOULSON et al., 2015; POTTS et al.,, 2010). Ademais, o adensamento
populacional nos grandes centros urbanos, além de diminuir areas naturais, esta
associado a uma maior emissao de gases poluentes como éxidos de nitrogénio e 6xidos
de enxofre, causando entre outras coisas chuvas &acidas que afetam diretamente a
fisiologia das plantas (GIRLING et al., 2013; PAIXAO & SILVA, 2021).

A poluicdo atmosférica tem causado impacto negativo nas atividades de
forrageamento das abelhas, ndo apenas por afetar a saide das plantas, mas também por
diminuir a capacidade das abelhas em reconhecer os odores florais que permitem o
encontro das abelhas com as flores (GIRLING et al., 2013). Nesse mesmo estudo foi
constatado que Oxidos de nitrogénio na atmosfera sdo capazes de interferir no
reconhecimento de odores por parte das abelhas.

Nos trabalhos de Girling & colaboradores (2013) e Paixdo & Silva (2021) fica
evidenciada a interferéncia da poluicdo nas atividades de forrageio das abelhas, porém,
como citado por Paixdo & Silva (2021) os trabalhos que correlacionem poluigéo e
forrageamento s80 escassos.

A propolis € um dos produtos naturais que ha mais tempo € utilizado pela
humanidade para fins medicinais e, por séculos, vem sendo empregada sob diversas
formas. Relatos indicam que egipcios, incas, assirios, gregos e romanos ja faziam uso

dessa substancia. No antigo Egito (1700 a.C.; “cera negra”), por exemplo, era utilizada
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como um dos materiais para embalsamar os mortos. (PEREIRA, SEIXAS & AQUINO
NETO, 2002). Foi descrita por gregos e romanos como uma substancia capaz de
diminuir edemas, aliviar a dor e promover a cicatrizacdo de feridas (MARCUCCI,
1998).

Nos ultimos anos, com o avango dos estudos e descoberta de novos
componentes, a propolis vem ganhando popularidade como forma alternativa de
medicina e nutricdo (TEIXEIRA et al., 2005). A propolis € considerada uma das
misturas mais heterogéneas encontradas a partir de fontes naturais, sendo que mais de
300 constituintes ja foram identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras
(COSTA et al.,2014).

A proépolis é uma mistura produzida por abelhas com diversos propdsitos: no
ninho a prépolis é utilizada como impermeabilizante e isolante térmico nas paredes,
para embalsamar intrusos mortos que ndo podem ser removidos de dentro do ninho,
para vedacdo de frestas, além de sua enorme importancia na defesa quimica contra
microrganismos. E produzida a partir de exsudados vegetais, resinas, secrecdes salivares
e particulas de solo, no caso de abelhas do género Melipona (BANKOVA, 2005;
SALATINO et al.,2019). Séo diversas as técnicas de obtengdo dos extratos da propolis,
sendo que o mais utilizado é através do etanol como solvente (DANTAS SILVA et al.,
2017). Porém, outros solventes tém sido testados entre eles a agua, 6leo de oliva, 6leo
de canola, metanol, cloroférmio, além de diferentes concentracdes de etanol (YAM-
PUC et al. 2019; DOS SANTOS et al. 2017; KUBILIENE et al. 2015; BURIOL et al.
2009; MARCUCCI et al., 2000).

Apresenta-se como um material lipofilico, com aroma agradavel e, dependendo
das fontes floristicas, sua cor varia em tons de marrom, verde e vermelha.
Provavelmente é formada por material polimérico, com presenca de compostos
fendlicos que apresentam componentes com propriedades farmacoldgicas, sendo
relatado que contem aproximadamente 50% de resinas, 40% de ceras e 10% de
substancias volateis, (GHISALBERTI, 1979; PARK et al. 2002; MARCUCCI, 1995).

Dada que grande parte da prépolis é coletada em plantas, sua composi¢éo
quimica é diretamente dependente dos recursos floristicos que as abelhas tém a
disposicdo em seu raio de coleta. Devido a esse fato, muitos tipos de prépolis tém sido
registrados (BANKOVA, 2005; MARKUCCI, 1995; BANKOVA et. al., 2019), pois,
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uma vez que variam conforme a flora disponivel, pode se concluir que também variam
conforme a regido e o clima (SAWAYA, CUNHA & MARCUCCI, 2011).

No Brasil, sdo descritos 13 tipos de propolis, classificados de acordo com sua
composicdo quimica, localizacdo geogréafica e origem botanica, cinco (5) desses grupos
sdo da regido sul, sete (7) da regido nordeste e um (1) encontrado nas regifes sudeste e
centro-oeste (FERREIRA et al., 2017; PARK, et al., 2002). Essa classificagdo, além da
regido geogréfica também classifica a propolis de acordo com sua cor e % de
substancias soltveis em etanol (PARK, IKEGAKI & ALENCAR, 2000).

Tabela 1 - Tipologias de prdpolis brasileiros (PARK, IKEGAKI & ALENCAR,
2000; DAUGSCH, A. et al. 2006; BOEING et al., 2021)

GRUPO COR SUBSTANCIAS ORIGEM
SOLUVEIS
Grupo 1 | Amarelo 63,0 Regido Sul
(RS5)
Grupo 2 | Castanho claro 57,0 Regido Sul
(RS1)
Grupo 3 | Castanho Escuro 65,0 Regiao Sul
(PR7)
Grupo 4 | Castanho Claro 54,5 Regido Sul
(PR8)
Grupo 5 | Marrom esverdeado 58,7 Regido Sul
(PR9)
Grupo 6 | Marrom avermelhado 45,9 Regido
(BA11) Nordeste
Grupo 7 | Marrom esverdeado 43,8 Regido
(BA51) Nordeste
Grupo 8 | Castanho Escuro 41,3 Regiao
(PE5) Nordeste
Grupo 9 | Amarelo 46,7 Regido
(PE3) Nordeste
Grupo 10 | Amarelo Escuro 24,1 Regido
(CE3) Nordeste
Grupo 11 | Amarelo 23,1 Regiao
(PI1) Nordeste
Grupo 12 | Verde ou marrom 61,0 Regido
(SP12) esverdeado Sudeste
Grupo 13 Vermelha 43,0 Regido
Nordeste

Fonte: autor, (2021)
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Mais de 200 compostos quimicos foram identificados em diferentes amostras de
prépolis (MARCUCCI et al., 2000). Nos trabalhos de SUREK e colaboradores (2021)
foram identificados 63 compostos pertencentes as categorias dos &cidos cindmicos
prenilados, 4acidos graxos, flavonoides, acidos fendlicos, diterpenos, triterpenos,
polifendis e lipideos fendlicos.

As propolis de abelhas do género Melipona podem ser chamadas de geopropolis,
pois, particulas de solo séo adicionadas a mistura (POPOVA et al., 2021), tém aspecto
mais endurecido quando comparada as propolis de outras abelhas e consideravel
diferenca quimica devido as particulas do solo (LAVINAS, et al., 2019)

O artigo de revisdo bibliogréafica de Popova e colaboradores (2021) analisou 42
trabalhos envolvendo a anélise quimica das prépolis de abelhas sem ferrdo em territorio
brasileiro. Nestes trabalhos os componentes mais frequentemente encontrados foram
flavondides, acidos fendlicos e triterpenos D2entre os flavondides a naringenina e a
quercetina foram os mais observados e entre os acidos fendlicos os mais encontrados
foram &cido elagico e o &cido p-cumarico.

Flavondides tém sido amplamente pesquisados e considerados promissores no
combate a infec¢bes bacterianas o que joga uma luz no problema de satde cada vez
maior que é o aumento da resisténcia das bactérias aos antibidticos usualmente
utilizados (SILVA et al., 2020), por outro lado os acidos fendlicos tém sido indicados
como agentes antioxidantes (KUMAZAWA et al., 2004)

A composicédo da propolis é profundamente dependente da diversidade floristica
a disposicdo, sendo que, muitas vezes, a composi¢ao quimica da prépolis de abelhas de
mesma espécie é completamente diferente, o que pode afetar inclusive as atividades
bioldgicas, como antibacteriana e antioxidante (GABRIEL et al., 2021; POPOVA et al.,
2021).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho sera verificar se, e em que medida, a
urbanizacdo de cidades da regido metropolitana de S&o Paulo impacta na acao

antibacteriana da propolis de abelhas Melipona quadrifasciata.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Para o presente trabalho desenvolvemos um Protocolo de Reviséo Sistematica da
Literatura, com a estrutura metodoldgica para a execucdo da etapa de revisdo sobre a
atividade antibacteriana das propolis de abelhas sem ferrdo, utilizando o software StArt
- LaPES UFSCar (FABBRI et al., 2016).

O protocolo contempla as etapas de planejamento e execucdo. Na etapa de
planejamento, foi realizada a elaboracdo do protocolo, na de execucdo, a busca nas
bases de dados e selecdo dos artigos com base nos critérios de exclusdo e inclusdo e
extracédo de dados.

As buscas nas bases de dados eletronicas (Scielo, Scopus, Web of Science e
Google Scholar) tiveram como critério artigos publicados a partir de 2012 com
limitacdo para artigos escritos em portugués ou inglés, utilizando as palavras-chave:
stingless bees, propolis, geopropolis, Melipona quadrifasciata, composition, origin,
plant origin gerando assim os strings de busca: (propolis or geopropolis) and
composition and (origin or “plant origin”) and (“stingless bee” or “Melipona
quadrifasciata”). Os resultados da busca dentro de cada base de dados foram exportados
em formato BIBtex para importacdo dentro do software StArt.

Os artigos encontrados com a estratégia de busca inicial foram listados e seus
titulos, palavras-chave e resumos foram lidos para verificacdo de adequacdo aos

critérios de inclusdo e excluséo, de acordo com as tabelas 1 e 2.

Tabela 2 - Relacdo dos critérios de inclusdo

CRITERIO DESCRICAO DO CRITERIO DE INCLUSAO

Cl1 Serdo incluidos artigos que verifiquem na propolis diferentes compostos
quimicos

Cl2 Serdo incluidos artigos que observem o efeito antibidtico das prépolis

CI3 Serdo incluidos trabalhos que comparem a propolis de diferentes regides

Cl4 Serdo incluidos os artigos a respeito de propolis de abelhas sem ferrédo

CI5 Serdo incluidos artigos que analisem a origem boténica da prépolis

Fonte: Autor, (2021)
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Tabela 3 - Relagéo dos critérios de exclusdo

CRITERIO DESCRICAO DO CRITERIO DE EXCLUSAO

CEl Serdo excluidos os trabalhos que ndo apontem propolis de abelhas sem ferréo.
CE2 Serdo excluidos os artigos que ndo verifiqguem a atividade bioldgica da propolis.
CE3 Serdo excluidos artigos com publicagdo anterior a 2012.

CE4 Serdo excluidos artigos que tratem apenas uma atividade biologica da propolis.
CE5 Serdo excluidos artigos que ndo foram escritos em portugués ou inglés.

CE6 Serdo excluidos trabalhos que ndo sejam artigos cientificos.

Fonte: Autor, (2021)

Ap0s a etapa de selecdo os artigos foram lidos em sua integra para a extracao de
informacdes relevantes. A extracdo dos dados, foi elaborada com os seguintes critérios:
atividade antimicrobiana, método do teste antimicrobiano, identificacdo dos compostos
presentes na propolis, método da analise qualitativa da propolis, espécies avaliadas,
diferentes origens da propolis.

A busca na base Google Scholar gerou 50 artigos na base Google Scholar, 19
artigos na Web of Science, 7 artigos na Scopus, 4 artigos na Scielo e 5 artigos foram
adicionados manualmente totalizando 85 artigos. Na fase de selecdo e extracdo 54
artigos foram rejeitados e 3 estavam em duplicidade, finalizando com um total de 28
artigos. A fase de extracdo dos dados permitiu a elaboracéo da tabela 3 que apresenta os
dados referentes a acdo antimicrobiana de abelhas sem ferrdo com ocorréncia em

territorio nacional.



Tabela 2 - Artigos selecionados de abelhas sem ferrdo (ASF) de ocorréncia nacional e as respectivas atividades antimicrobianas.

Referéncia ASF/espécie Extrato Microrganismo Atividade antimicrobiana Avaliagdo
testado antimicrobiana /
método
TORRES, Melipona quadrifasciata S. aureus + Método das
AR.etal quadrifasciata, Etanol 80% E. faecalis + microdilui¢cdes em
2018 Tetragonisca angustula E. coli + caldo, determinagéo
K. pneumoniae + da CIM.
Apis mellifera
SI\C/I) L:tS QJZ(I;)lIS; Mehpogitﬂ?;?jgasmata Etanol 95% S. aureus + Difusdo em &gar
Melipona rufiventris
ChudFok . . Etanol 80% S. aureus * mic':/(l)fjti?ji(:;g:ss em
J.F. etal. Melipona orbignyi E.coli - S
2014 C. albicans n caldo, determinagéo
da CIM. CBM. CFM
Meétodo das
ARAUJO, S. aureus N microdiluicBes em
M.J.B.M et Melipona fasciculata Smith Etanol 70% E coli N caldo, determinacao
al. 2015 ' da CIM.
Apis mellifera scutellata* K prlfélfr(:]lc;niae Método das
SUREK, M. Scaptotrigona bipunctata** Etanol P aeruginosa : microdiluicGes em
et al. 2021 Melipona quadrifasciata® E faccalis + caldo, determinagéo
Plebeia remota* y da CIM.
S. aureus +
S. aureus 4 Método das
dos SANTOS, Melipona quadrifasciata AQquoso*** P agr'ucgczlr:osa - Cg]géogg; Irgrg?r?a?;rgo
L. etal. 2017 Tetragonisca angustula Etanol 70% . . + '
Mollicutes da CIM.




S. aureus
dos SANTOS, Melipona quadrifasciata P.aeruginosa
C.M. etal. anthioides Etanol 70% E. coli
2017 C. albicans

C. neoformans

dos

0 .
SANTOS, _ Etanol 1~00A> P.aeruginosa
Melipona mondury e fragdes S. aureus
T.LA etal lig./li S.aureus MT
2017 a4 '
CARNEIRO 2 o
, M.J. etal. Tetragonisca angustula Etanol 100% : .
2016 E. coli

+ + + + o+

Método das

microdilui¢cBes em
caldo, determinagéo
da CIM. CBM.
CFM.

Método das
microdiluicBes em
caldo, determinacgéo
da CIM. CBM.

Método das
microdilui¢cGes em
caldo, determinacdo
da CIM.

21
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EEGP Faq FDIG FBG FEAG
GP P P P Meétodo das

HOCHHEI Etanol 70% S. aureus + - + + + . S
. S ~ . microdilui¢cGes em
M, S. et al. Melipona quadrifasciata e fracbes P.aeruginosa + - + - - o
s . caldo, determinagéo

2020 lig./lig. E.coli + - + - . da CIM

Mollicutes + - + + + '

Fonte: Autor, (2021)

*Nenhuma das propolis foi eficaz contra as bactérias gram negativas

**A propolis de Scaptotrigona bipunctata ndo foi eficaz contra as bactérias gram positivas

*** O estrato aquoso ndo apresentou efeito antibacteriano

EEGP — Estrato etanolico de Geoprdpolis / FHGP — Fracdo hexano de Geopropolis / FEAGP — Fracao etil acetato de Geoprdpolis / FBGP — Fragdo butanol de Geoprdpolis /
FCFGP — Fracdo cloroférmio de Geopropolis / FaqGP — Fracdo aquosa Geoprépolis / FDIGP — Fragdo diclorometano Geopropolis

a — a fracdo butanol das 5 espécies de mollicutes tratadas mostrou efetividade apenas contra Mycoplasma hominis e Mycoplasma mycoides

S.aureus MT — S. aureus resistente a meticilina.

SD — Sem dados
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3. JUSTIFICATIVA

Apesar de a propolis ser utilizada pela humanidade ha milhares de anos, apenas
nas ultimas décadas foi possivel realizar estudos a respeito de sua composicdo quimica,
devido, principalmente, ao desenvolvimento de técnicas de cromatografia e
espectrofotometria.

Verificou-se a complexa mistura de componentes que constituem a propolis, em
especial a geopropolis e a intrincada relacdo entre composicao floristica e constituicdo
quimica da geopropolis.

Neste momento no qual muitos dos compostos da prépolis ja estdo descritos e
suas atividades bioativas sendo estudadas, € importante relacionar como as agOes
antropicas na constituicdo do espaco urbano afetam a diversidade floristica. Também é
importante relacionar, como esses processos impactam na constituicdo da geopropolis
ecomo e em que medida alteram o potencial bactericida da geoprépolis de Melipona
quadrifasciata, um importante polinizador e que figura entre as espécies mais criadas

pelos meliponicultores do Estado de Séo Paulo.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Verificar se, e em que medida, a urbanizacdo de cidades da regido
metropolitana de Sdo Paulo impacta na agdo antibacteriana da propolis de abelhas
Melipona quadrifasciata.

4.2. Objetivos especificos

i.  Relacionar diversidade floristica e a cobertura vegetal com possiveis diferencas
de caracteristicas da propolis
ii. Analisar os impactos da urbanizacdo na acdo antibacteriana da prépolis de

Melipona quadrifasciata
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5. MATERIAIS E METODOS

Melipona quadrifasciata

Neste trabalho utilizamos as abelhas da espécie Melipona quadrifasciata
(Mandacaia) pertencente a tribo Meliponini, também conhecidas como grupo de abelhas
sem ferrdo, grupo que figura entre os mais diversos no Brasil. Essa espécie é encontrada
na regido oriental do pais, desde a Paraiba até o Rio Grande do Sul, normalmente
associada ao bioma Mata Atlantica, (OLIVEIRA-ABREU et al.,2014; PEDRO, 2014;
OLIVEIRA et al.2015).

Sdo consideradas abelhas generalistas no quesito preferéncia floral, no entanto,
alguns estudos apontam uma preferéncia dessas abelhas por plantas das familias
Myrtaceae, Asteraceae, Melastomataceae, e Solanaceae (Ramalho et al. 1989; Wilms e
Wiechers 1997).

Caracterizam-se por fazer seus ninhos em cavidades de arvores ou buracos no
chdo, o nimero de individuos por ninho é menor quando comparadas a outras espécies
de abelhas sem ferrdo, com aproximadamente 300 — 400 individuos. No Brasil
encontramos duas subespécies: Melipona quadrifasciata anthidioides Lep. e Melipona
quadrifasciata quadrifasciata Lep. A principal diferenca entre elas sdo as faixas
amarelas no dorso do abdome da abelha, as chamadas faixas tergais, que no caso da
Melipona quadrifasciata quadrifasciata Lep sdo continuas e em Melipona
quadrifasciata anthidioides Lep essas faixas sdo interrompidas (AIDAR, 1996;
PEDRO, 2014).

Caracterizacdo do Meio

As amostras de geopropolis analisadas pertencem a espécie Melipona
quadrifasciata e vieram de trés meliponarios situados em regides com diferentes graus
de urbanizacdo e cobertura vegetal no estado de Sdo Paulo, o meliponario da propria
EACH-USP localizado na Zona Leste do municipio de S&o Paulo nas coordenadas 23°
64'33” S e 46° 97°87” W regiao de intensa urbanizag¢do e pequena cobertura vegetal. O
municipio de Cotia faz parte da regido metropolitana de Sdo Paulo (CETESB, 2021
acesso em 04/01/2021) em &rea de média urbanizacdo e cobertura vegetal, nas
coordenadas 23°38'35”S e 46°58°43”W esta situado outro meliponario que nos cedeu as

amostras de geopropolis. O terceiro meliponario situa-se no municipio de Natividade da
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Serra nas coordenadas geogréficas 23° 19715.1” S e 45° 29°21.3” W. Dos trés
meliponarios € o que tem menor grau de perturbacdo antrépica e maior cobertura

vegetal.

Propolis do meliponario EACH

E o meliponario sujeito a maior interferéncia antropica, esta localizado no
campus da EACH — USP na zona leste do municipio de S8o Paulo. A area do municipio
de Sdo Paulo segundo IBGE (2021) é de 1.524,110 km? e densidade demografica de
7.328,26 hab./km?.

Geograficamente esta situado no Planalto Atlantico com clima que varia entre
tropical Umido de altitude e subtropical permanentemente Umido (TARIFA &
ARMANI, 2001).

O municipio apresenta grande variacdo de cobertura vegetal sendo praticamente
nula em area urbana e alta nos limites do municipio principalmente na regido sul. Na
zona leste no distrito Aricanduva onde esta localizado o campus da EACH — USP a
biomassa vegetal € praticamente nula com padrdo de uso e ocupacdo do solo
caracterizado por residencial horizontal de baixo padrdo com armazens, industria e
servicos (BARROS & LOMBARDO, 2016). No presente trabalho o extrato da
geopropolis do meliponario da EACH — USP (Figura 2) foi denominado Mqq1.

Figura 2 - Meliponario EACH
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Fonte: Google earth (acesso em 20/08/2021)
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Prépolis do municipio de Cotia

Um dos meliponérios que cedeu a propolis para o presente estudo estéa localizado
no municipio de Cotia proximo a Reserva Florestal do Morro Grande no alto da Serra
de Paranapiacaba, 34 km a leste do centro da cidade de Sdo Paulo. O clima
predominante é o Cfb (Koppen 1948) caracterizado por temperado de inverno menos
seco com regime de chuvas de verdo (CATHARINO et al. 2006).

Segundo dados do IBGE (2021) Cotia tem uma area territorial de 323.994 km?
com uma densidade demografica de 620,81 hab/km? fazendo parte da Regido
Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP). A area de cobertura vegetal preservada destinada
a preservacdo permanente ou reserva legal é de 472 hectares, ou seja, 1,23% do
territorio, j& a area destinada a lavoura ou pastagem ocupa 898 hectares que equivale a
2,77% do territorio.

O meliponédrio em Cotia foi escolhido devido a sua localizagdo. Quando
comparado aos outros dois meliponarios € o que mostra situacdo intermediaria nos
quesitos cobertura vegetal regional e urbanizacdo local. Neste trabalho o extrato da

geopropolis oriunda do municipio de Cotia (Figura 3) foi denominada Mqgq2.

Figura 3 - Meliponério Cotia

ALY
Fonte: Google ez;rth (acesso em 20/08/2021)
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Prépolis do municipio de Natividade da Serra

O meliponario escolhido que apresenta 0 menor nivel de perturbacdo antropica
esta localizado no municipio de Natividade da Serra no alto da Serra do Mar no Nucleo
Santa Virginia que pertence ao Parque Estadual da Serra do Mar (PESM) o clima €
tropical imido e subimido sem estacdo seca, a vegetacdo classificada como Floresta
Ombrofila Densa Montana com manchas de florestas em vias de regeneracdo e de
silvicultura de eucaliptos (PILLA & AMOROZO, 2009).

Natividade da Serra tem uma area territorial de 833.372 km? com uma densidade
demografica de 8,01 hab./km?, a area de cobertura vegetal preservada destinada a
preservacdo permanente ou reserva legal é de 20.787 hectares; a area destinada a
lavoura ou pastagem ocupa 21.596 hectares IBGE (2021). O extrato da geopropolis de
Natividade da Serra (Figura 4) foi denominado Mqg3.

Figura 4 - Meliponario Natividade da Serra

Fonte: Google earth (acesso em 20/08/2021)

Preparo da geoprdpolis

O preparo dos extratos ocorreu com a utilizacdo de dois solventes, etanol 70% e
cloroférmio, de modo que cada uma das 3 amostras originou dois extratos, um etanélico
e outro cloroférmico, totalizando 6 extratos. O etanol 70% foi preparado com a



28

utilizacdo de 70 ml de etanol absoluto grade espectroscopica e 30 ml de &gua MilliQ. O
cloroférmio utilizado também foi de grade espectroscépica.

As geoproépolis foram maceradas em cadinho com a adi¢do de nitrogénio liquido
até que chegasse ao aspecto de po. A cada amostra adicionou-se 0s solventes na
proporcao 1:10 (g/ml), em seguida foram colocados em banho-maria com sonicagédo por
60 minutos e para que a agua do banho ndo ultrapassasse 30°C gelo foi adicionado.Apos
essa etapa, os extratos foram deixados por 48 horas em agitagdo a 20 RPM em
temperatura ambiente e depois deixados por 4 dias em geladeira

Para a obtencdo do extrato final as solucdes foram filtradas em papel filtro
CAAL n°1541 de porosidade 7,5um, a tabela 4 aponta 0s extratos e respectivas

concentragoes.

Tabela 3 - Concentracdes dos extratos de geopropolis.

EXTRATOS CONCENTRACAO

Etanodlicos (EtOH)

Mqql 19,8ug/pl
Mqg2 6,0pg/ pl
Mqq3 7,2ug/ W

Cloroférmicos (ClsCH)

Mqql 384pg/ pl
Mqg2 403ug/ pl
Mqqg3 408ug/ ul

Fonte: Autor, (2021)

Atividade antibacteriana das geoprépolis

Para os ensaios da atividade antibacteriana das geopropolis foram utilizadas
cepas de referéncia (American Type Culture Collection - ATCC) dos micro-organismos
Escherichia coli ATCC — 25922 e Staphylococcus aureus ATCC — 25923 adquiridos da
CEFAR Diagnostica. As cepas foram mantidas em freezer -20°C em solugdo triptona
caseina soja e glicerol at¢ o momento da utilizagdo. Os métodos empregados na

avaliacdo da atividade antibacteriana foram o teste de disco-difusdo em &gar descrito
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por Bauer e Kirby (1966) e o gotejamento dos extratos de geopropolis diretamente no
meio de cultura.

O método de Bauer e Kirby (1966) fornece resultados qualitativos a respeito da
atividade antibacteriana. Seu conceito basico é a difusdo da substancia antibacteriana na
superficie do &gar a partir de um disco de papel filtro impregnado com o antibacteriano
levando a um halo de inibicdo de crescimento. J& o gotejamento direto sob o agar é
baseado no mesmo conceito de difusdo, porém sem a utilizacdo dos discos de papel
filtro o que acaba levando a formacdo de um halo (mancha) irregular indicando a
inibicdo do crescimento bacteriano.

Os ensaios iniciaram com a preparacao dos inoculos bacterianos, as cepas foram
retiradas do freezer e ap6s o descongelamento foram ressuspendidas em tubo Falcon
contendo 4 ml de caldo triptona e mantidas em agitacdo (180 RPM) por 17 horas a
35°C. Apos o periodo de incubacdo para que a leitura do espectrofotdmetro (D30 -
eppendorf) ODeoo atingisse o valor 1,0 foi necessério a diluigdo em 2,0 ml de caldo.

O indculo foi entdo centrifugado por 15 minutos a 3000 RPM e temperatura de
4°C, o sobrenadante foi descartado e realizada nova ressuspensdo dessa vez em 4,0 ml
de PBS. Apo0s nova leitura da absorbancia encontramos ODsgo = 1,0 0 que corresponde
a aproximadamente 108 UFC/ml sendo compativel com a escala 0,5 de McFarland.

Os inbculos foram semeados com alca microbioldgica em placas de petri
contendo meio Muller-Hinton agar e mantidos em estufa a 35°C por 15 horas com a
finalidade de se obter colbnias isoladas. Apds a incubacédo e utilizando palitos estéreis
1(uma) coldnia de cada cepa foi inoculada em dois frascos Erlenmeyer contendo 100 ml
de caldo triptona (KASVI). Os inéculos foram mantidos sob agitacdo a 35°C por 15
horas a 180 RPM diluicGes com caldo triptona foram realizadas até atingir absorbancia
1,0 em ODseqo -

Placas de petri contendo meio Muller-Hinton agar foram divididas em 4
quadrantes e semeadas utilizando alca de Drigalski com o correspondente indculo de
cada bactéria. Cada placa de petri recebeu o extrato de uma das propolis em duas
quantidades, 5ul e 10pl ocupando assim 2 quadrantes, nos outros dois quadrantes foram
aplicados apenas os solventes na mesmas quantidades 5ul e 10ul (figura 5) que foram

os controles.
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Figura 5 - Placa de petri e respectivos codigos de identificacdo. 1, 2 ou 3 —
origem da geoprdpolis E ou C — tipo de solvente /. ou * - quantidade aplicada

Cadigo | Extrato | Solvente Quantidade
E. 1E. 1 Maqg1 | E- etanol
= - opl
E- 1E* 2 MaaZ | G- darofomio * _10ul
3 Maqg3

Fonte: Autor, (2021)

Dois conjuntos de placas foram semeados: no primeiro conjunto os extratos e
solventes foram aplicados sobre discos papel filtro CAAL n°1541 de 7,0 mm de
didmetro; em outro conjunto de placas, os extratos e solventes foram aplicados
diretamente sobre a placa no meio de cultura. O experimento foi realizado em triplicata.
Todos 0s processos, preparo das propolis, obtencdo dos extratos e aplicagdo das

prépolis nas placas, foram realizados na auséncia de luz direta.

Andlise quimica dos extratos de geopropolis

Para a analise do perfil quimico dos extratos de geoprépolis empregou-se a
técnica de separacdo em cromatografia em camada delgada (CCD) que se baseia na
separacdo dos compostos da mistura do extrato de acordo com afinidade destes com a
fase movel ou a fase estacionaria (DEGANI et al., 1998).

Assim, aliquotas de 6 pl dos padrdes (1- Acido Elagico, 2- Acido Ursolico, 3-
Naringenina, 4- Quercetina, 5- Acido Fer(lico, 6- Acido p-cumarico) (Sigma-Aldrich) e
extratos descritos na figura 5 foram aplicados sobre uma placa de silica gel 60 F254
20x20 cm (MERCK) e eluidas com a fase movel descrita por OPSENICA e
colaboradores (2016) que se trata da mistura dos solventes tolueno/acetato de etila/acido
férmico nas proporgdes 5:4:1 (v/v). Apos a corrida cromatografica a placa foi revelada

sob luz ultravioleta (254 e 365 nm) e depois com a solucdo reveladora universal de
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anisaldeido sulfurico modificado sob aquecimento para identificacdo das diferentes
classes de compostos.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Analise da atividade antibacteriana dos extratos das geopropolis

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos das propolis foi realizada
através da observagdo dos halos de inibi¢do de crescimento nas proximidades do ponto
de aplicagdo dos extratos das propolis apds 24 horas.

Para servir de grupo controle, na mesma placa efetuou-se a aplicagdo do mesmo
solvente utilizado na preparacdo do extrato e nas mesmas quantidades que o extrato, a
avaliacdo ocorreu através da comparagdo de tamanho e intensidade dos halos de
inibig&o.

Bactérias Gram positivas

» Staphylococcus aureus

As figuras 6, 7 e 8 mostram os efeitos dos extratos etanolicos Mqgql, Mqg2 e
Mqg3 respectivamente das propolis frente a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC —
25923). As figuras 9, 10 e 11 mostram os efeitos dos extratos cloroférmicos Mqql,

Mqqg2 e Mqgqg3 frente as mesmas bactérias.

Figura 6 - Efeito do extrato etandlico Mgql frente a Staphylococcus aureus

Fonte: Autor, (2021)
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Figura 7 - Efeito do extrato etandlico Mgq2 frente a Stqphylococcus aureus

Fonte: Autor, (2021)

Figura 8 - Efeito do extrato hidro etandlico Mqgq3 frente a Staphylococcus
aureus

Fonte: Autor, (2021)
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Figura 9 - Efeito do extrato cloroférmico Mqql frente a Staphylococcus aureus

Fonte: Autor, (2021)

Figura 10 - Efeito do extrato cloroférmico Mqq2 frente a Staphylococcus aureus

Fonte: Autor, (2021)
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Figura 11 - Efeito do extrato cloroférmico Mqq3 frente a Staphylococcus aureus

Fonte: Autor, (2021)

A tabela 5 sintetiza os dados dos ensaios antibacterianos dos extratos etanélicos
e cloroférmicos Mqgl, Mqg2 e Mqg3 frente a bactéria Staphylococcus aureus apos 24

horas de incubacao.

Tabela 5 - Sintese dos resultados dos extratos etandlicos e cloroférmicos Mqgq1l,

Mqqg2 e Mqqg3 frente & Staphylococcus aureus

0K 0K oK 1t Mgl

oK QK oK : Mqa2 &
[} oK 0K it Mgg2 @6’
0K oK oK £ 1c @@

ok | ok | ok £ x 0q-°

g oK oK t I | O

oK 0K OK 11 Mggl

oK oK oK 11 Mqq2 o
a 0K 0K Ft Mggd $0
0K oK 0K 1 1c dp*

oK oK 0K 1 2. &

[} oK oK i 3C o

Fonte: Autor, (2021)
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Bactérias Gram negativas
» Escherichia coli
As figuras 12, 13 e 14 mostram os efeitos dos extratos etandlicos Mqql, Mqg2 e
Mqg3, respectivamente das propolis frente a bactéria Escherichia coli (ATCC — 25922).
As figuras 15, 16 e 17 mostram os efeitos dos extratos cloroférmicos Mqgl, Mqgqg2 e
Mqg3 frente as mesmas bacterias.
Figura 12 - Efeito do extrato etandlico Mqgl frente a Escherichia coli

Fonte: Autor, (2021)

Figura 13 - Efeito do extrato etanolico Mqgz2 frente a Escherichia coli

Fonte: Autor, (2021)



Figura 14 - Efeito do extrato etandlico Mqg3 frente a Escherichia coli

Fonte: Autor, (2021)

Figura 15 - Efeito do extrato cloroférmico Mqql frente a Escherichia coli

Fonte: Autor, (2021)

36



Figura 16 - Efeito do extrato cloroférmico Mqq2 frente & Escherichia coli

Fonte: Autor, (2021)

Figura 17- Efeito do extrato cloroférmico Mqqg3 frente a Escherichia coli

Fonte: Autor, (2021)
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Tabela 4 - Sintese dos resultados dos extratos etandlicos e
cloroférmicos Mqgqgl, Mqg2 e Mqqg3 frente a Escherichia coli

SOLVENTE ORIGEM ACRD ANTIBACTERIANA| PLACA L | PLACA 2 | PLACA 3 | PLACA 3 | PLACA 2 | PLACA L ACKD ANTIBACTERIANA[ ORIGEM SOLVENTE
Mggl t oK oK @ oK oK OK tt Mggl
| Mag2 t1 oK 0K oK oK oK 0K tt Mqg2 o
,‘@1“ Mqq3 T oK 0K @ oK oK 0K T Mqq3 @\0
& 1E % OK oK @ oK oK oK % 1c &
é‘» 2E i OK OK OK OK oK OK i 2C 0‘29
3E I OK OK @ OK OK OK i 3C o
Mggl t oK oK ) oK oK 0K tt Mggl
\’@,\« Mqq2 tt OK oK OK OK OK oK it Mgg2 »03'
,\@lv Mgg3 t oK 0K ) oK oK 0K tt Mgg3 &0
‘\0\’ 1E i OK OK ] OK 0K OK i 1C QOQ‘
o 2E t oK 0K oK oK oK 0K t 2C OQQ
3E ¥ OK OK a OK OK OK ¥ 3C <
i agdo antibacteriana do solvente
EEEE it agio anfibacte riana do extrato
OK PLACA VIAVEL
@ |PLACA NAO VIAVEL

Fonte: Autor, (2021)

Andlise quimica dos extratos de geopropolis

As andlises realizadas em CCD dos extratos etanolicos e cloroférmicos
mostraram se tratar de mistura de compostos.

O extrato etanolico apresentou uma melhor separacéo de seus compostos na fase
movel utilizada, quando visualizamos a revelagdo em anisaldeido sulfarico modificado.

A revelacdo dos 3 (trés) extratos cloroformicos das prépolis sob luz ultravioleta
em 254 nm nos permitiu observar compostos que absorvem nesse comprimento de
onda, bem como os padrdes 3 (naringenina), 4 (quercetina), 5 (acido ferulico) e 6 (acido
p-cumarico). A identificacdo de compostos dos extratos cloroférmicos ndo foi possivel,
pois houve um arraste dos compostos, impossibilitando a separacdo das bandas (Figura
18). Na revelacdo dos mesmos extratos em 365 nm nédo foi observado nenhum
composto dos extratos cloroférmicos Mqg2 e Mqg3 que tivesse absorvido nesse
comprimento de onda. No extrato cloroférmico Mqqgl foi possivel observar algumas

bandas levemente coradas e o padrdo 4 (quercetina) (Figura 19).
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Figura 18 - Andlise dos extratos cloroférmicos por cromatografia em camada
delgada (CCD). Revelacdo em luz ultravioleta no comprimento de onda 254 e 365 nm e
revelador universal anisaldeido sulfurico.

254 nm 365 nm Anisaldeido sulfarico

{@j_ﬂi)ﬁ T/460 gUéls (s:7:7) " epnl
.-

- .
, -

Fonte: Autor, (2021)

A revelacdo em anisaldeido sulfarico modificado permite afirmar, que 0s
estratos cloroformicos sdo misturas de substancias, e que a fase movel utilizada néo foi
a mais adequada para esses extratos, pois 0s compostos ficaram muito aglomerados, néo
permitindo uma adequada separacdo das bandas. Foi possivel identificar os padrdes 2, 3,
4,5 e 6 (Figura 18).

A revelacdo da maioria das substancias contidos nos extratos etanolicos em luz
ultravioleta ndo foi observada, pois esses ndo absorviam nos comprimentos de onda
utilizados. Foi observado apenas, 1 spot em Mqqgl na revelacdo em 254 nm e 2 spots em
Mqg2 na revelagdo 365 nm todos eles bastante fracos e sem correlagdo com os padrdes
utilizados. Apos a revelacdo em anisaldeido sulfurico modificado foi possivel observar,
que o extrato Mqg 1 é menos rico em substancia quando comparado com 0s outros dois
extratos, Mqgg2 e Mqq3. Ja os extratos Mqq 2 e 3 sdo parcialmente semelhantes, pois, é
possivel observar alguns spots intensos no extrato Mqgz2, que nao sdo visiveis no extrato
Mqq3 (Figura 21).
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Figura 21 - Andlise dos extratos etandlico por CCD e revelagdo em luz
ultravioleta nos comprimentos de onda (A) 254 nm e (B) 365 nm e revelador universal
anisaldeido sulfdrico. 1- Mqq 1, 2- Mqq 2, 3- Mqq 3, 1 — Acido Elagico, 2 - Acido

Ursoélico, 3- Naringenina, 4- Quercetina ,5- Acido Fertlico, 6 - Acido p-cumarico

254 nm 365 nm Anisaldeido sulfurico

Fonte: Autor, (2021)

Com o auxilio dos padr@es, é possivel sugerir, que no extrato Mqgl existe a
presenca do flavondide naringenina com o mesmo Rf (0,66) observado para o padréo,
também se observou o &cido p-cumérico com o Rf (0,56). Para o extrato Mqq 2
observou-se um spot que sugere a presenca de acido p-cumarico, ja no extrato Mqq3
além do acido p-cumarico observa-se um spot que sugere a presenca de acido ursélico
pois apresenta Rf (0,78) que é o mesmo identificado para o padrdo (Tabela 7). Para
esses trés compostos, além de apresentarem aparentemente mesmo fator de retencao

(Rf), as cores séo bastante semelhantes.
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Figura 20 - Quadro das substancias identificadas nos extratos etanolicos das
geopropolis.

Composto Classe Estrutura
OH

0.0 OH
Naringenina Flavonoide O O
HO (O]

OH
o)
Acido p-cumarico Acido fenélico /@A\AOH
HO

Acido ursoélico Triterpeno

Fonte: Autor, (2021)

A funcdo antibacteriana da geopropolis é de essencial importancia na
manutencdo da saude dos ninhos, sendo, essa atividade resultado dos efeitos sinérgicos
entre 0s muitos componentes quimicos como flavonoides, acidos fendlicos, terpenos e
derivados (BANKOVA et al. 1995; MARCUCCI, 1995; SFORCIN et al. 2005).

Os extratos hidroetanolicos 70% das geoprépolis dos 3 ninhos de Melipona
quadrifasciata utilizados neste estudo, Mqgl, Mqgg2 e Mqg3, apresentaram atividade
antibidtica frente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC) e Escherichia coli
semelhantes aos trabalhos encontrados na literatura com extratos etanélicos de propolis
das abelhas Apis mellifera, Melipona quadrifasciata, Melipona orbignyi, Melipona
fasciculata, Melipona rufiventris e Tetragonisca angustula, os quais mostram atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus mais intensa do que quando comparadas a
atividade contra Escherichia coli (TORRES, et al. 2018; CAMPQOS, et al. 2014;
SOUSA, et al. 2019; ARAUJO, et al. 2015).

Buriol e colaboradores (2009) testaram a acdo antibacteriana do extrato

hidroetanolico da propolis de Apis mellifera em diversas concentracfes 30%, 70% e




42

95%, além do extrato de 6leo de canola, os resultados mostraram, que tais extratos tém
acdo contra Staphylococcus aureus, com destaque para 0 extrato etandlico 30%, que
apresentou na média o maior halo de inibicdo de crescimento. Nos ensaios contra
Escherichia coli os extratos etanolico 30% e oleoso ndo mostraram efetividade, apenas
0s extratos 70% e 95%, cujos halos de inibicdo foram bastante semelhantes em termos
de tamanho aos halos observados frente a Staphylococcus aureus.

Nos ensaios de SUREK e colaboradores (2021) 4 extratos etanolicos de prépolis
foram analisados, a propolis de Apis mellifera e as propolis de 3 espécies de abelhas
sem ferrdo: Melipona quadrifasciata, Plebeia remota e Scaptotrigona bipunctata, os
resultados mostraram que todos os extratos tém agéo contra Staphylococcus aureus com
excecdo do extrato de Scaptotrigona bipunctata. Os ensaios frente a Echerichia coli
mostraram que nenhum extrato foi capaz de inibir o crescimento bacteriano, a ndo ser
em concentracfes muito elevadas >1000ug/ml.

Outros trabalhos também utilizaram solventes que ndo o etanol para a obtencao
do extrato da propolis chegando a resultados semelhantes, ou seja, acdo antibacteriana
mais eficaz frente a Staphylococcus aureus do que frente a Escherichia coli. Yam-Puc e
colaboradores (2019) utilizando uma mistura de cloroformio e metanol (1:1)
identificaram diferentes componentes que apresentavam agdo antibacteriana, Marcucci e
colaboradores (2001) obtiveram extratos de propolis utilizando metanol como solvente
e chegaram a resultados similares aos encontrados em nosso trabalho, maior eficiéncia
dos extratos contra Staphylococcus aureus do que contra Echerichia coli.

Kubiliene e colaboradores (2015) realizaram a extracdo utilizando polietileno
glicol 400 + 6leo de oliva e polietileno glicol 400 + 4gua, em ambos 0s extratos 0s
resultados mostram maior eficiéncia do extrato frente a S. aureus do que frente a E. coli,
além disso esses mesmos resultados mostram que o didmetro do halo de inibigdo é
semelhante em tamanho ao halo formado pelo disco de ampicilina.

A geopropolis desempenha funcdo essencial no ninho, uma vez que é uma
barreira quimica contra microrganismos. Dessa forma, mesmo com toda a variacao
quimica que Ihe € peculiar sempre apresentara funcéo bactericida. Acredita-se que tal
acdo é fruto do efeito sinérgico entre &cidos fendlicos, flavonodides e derivados
(MARCUCCI, 1995; BANKOVA et al. 1999). Autores sugerem que a acdo antibidtica
da propolis é devida a alteracbes na membrana plasmatica, como 0 aumento da
permeabilidade e diminui¢do da mobilidade e que a diferenca na agéo antibidtica entre

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas seria a composi¢do da parede celular das



43

bactérias uma vez que bactérias Gram-negativas apresentam na parede celular enzimas
hidroliticas que degradariam alguns componentes das propolis (BANKSOTA,
TEZUKA & KADOTA, 2001; MIRZOEVA, GRISHANIN & CALDER, 1997,
VARGAS et al. 2004).

As atividades farmacoldgicas das prépolis tém sido atribuidas principalmente
aos compostos fendlicos, em especial flavondides e acidos fendlicos (BURIOL et al.
2009), dado esse que vai ao encontro dos resultados deste trabalho, pois nos ensaios
antibacterianos o extrato que obteve a melhor eficiéncia foi 0 Mqql, e nas analises em
Cromatografia em Camada Delgada foi o Unico a indicar a presenca de um flavondide
(Naringenina) e um &cido fenolico (acido p-cumarico), os demais extratos indicam a
presenca de diversos componentes, porém, ndo correlacionados com o0s padrdes

utilizados.

7. CONCLUSAO

Todos os extratos de geopropolis testados apresentaram acdo antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus (ATCC) e a Escherichia coli (ATCC), sendo S. aureus
mais sensivel aos extratos do que E. coli.

Este estudo, que teve por objetivo geral verificar se, e em que medida, a
urbanizacdo de cidades da regido metropolitana de S&o Paulo impacta na acao
antibacteriana da propolis de abelhas Melipona quadrifasciata, indicou apontamentos
que mostraram que a urbanizagdo altera qualitativamente a composi¢do da geopropolis.
Através dos dados da cromatografia em camada delgada verificou-se menos
componentes no extrato Mqgl que os demais extratos. Por outro lado, foi o extrato que
teve destague na atividade antibacteriana.

Analisando os dados de CCD nota-se que os extratos Mqg2 e Mqq3 apresentam
maior riqueza de componentes, 0 que pode estar relacionado a maior diversidade
floristica na regido do entorno dos meliponarios.

A geoprdpolis oriunda do meliponario da EACH (Mqgl) foi aquela que se
destacou, mostrando acdo antibacteriana frente a Staphylococcus aureus nas duas
quantidades aplicadas (5ul e 10ul) e nos dois extratos, hidroetandlico 70% e
cloroférmico. E o meliponario que esta situado na regido mais antropizada entre os trés

analisados, o que nos leva a crer que um ambiente mais estressante faz com que a
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propolis tenha maior potencial bactericida. Outros estudos serdo conduzidos nesse

sentido.
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