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QUANTIFICACAO DE FENOIS, FLAVONOIDES TOTAIS E ATIVIDADES
FARMACOLOGICAS DE GEOPROPOLIS PRODUZIDA PELA ABELHA Plebeia aff.
flavocincta NO SEMIARIDO DO RIO GRANDE DO NORTE

SILVA, Jardel Bezerra da. Quantificacdo de fenois, flavonoides totais e atividades
farmacologicas de geopropolis produzida pela abelha Plebeia aff. flavocincta no
semiarido do Rio Grande do Norte. 2016. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossoré - RN, Brasil, 2016.

RESUMO: O estudo objetivou avaliar a geopropolis de abelhas Plebeia aff. flavocincta
produzida no Rio Grande do Norte-Brasil , através do estudo das atividades farmacoldgicas,
caracteristicas sensoriais e requisitos fisico-quimicos. Investigou-se a atividade antioxidante
através do método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), antibacteriana, através do método de
difusdo em agar e atividades cicatrizantes, através da inducdo de feridas cirurgicas
experimentais em Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, linhagem Wistar. Quantificou-se o0s
teores de fendis e flavonoides totais através dos meétodos Waterman e Mole, Woisky e
Salatino, respectivamente. As amostras de geopropolis apresentaram consisténcia entre
maleavel pegajoso a rigido resinoso e nos extratos hidroalcoolicos de geopropolis identificou-
se 06 distintos tipos de aroma, coloracdo ambar, marrom escuro, esverdeado e incolor. O
sabor variou do amargo ao caracteristico forte e adocicado. Todas as amostras dos extratos
apresentaram-se com aspecto liquido, limpido e homogéneo. O teor de fendis totais variou
entre 0,00+ 0,00 e 9,4+ 0,28% (m/m), o teor de flavonoides totais 0,0005 + 0,00003 e 0,0220
+ 0,00037% (m/m). A capacidade antioxidante acima de 90% foi observada em 05 amostras.
Os extratos foram considerados eficazes no que tange a atividade antimicrobiana, pois das 08
amostras testadas, 05 promoveram halos de inibigdo >9mm frente todas as cepas testadas. No
ensaio de cicatrizacdo do grupo experimental, o creme base 20% de geoprépolis de P. aff.
flavocincta diminuiu os sinais de inflamacdo e estimulou a producdo de colageno, acelerando
0 processo de re-epitelizacdo, apresentando diferenca estatistica significativa nas areas das
feridas a partir do 9° dia e total cicatrizacdo no 16° dia. Conclui-se que a geopropolis da P.
aff. flavocincta produzidas no semiarido do RN, pode ser usada como principio alternativo e
natural nas atividades antibacteriana, cicatrizante e antioxidante, caracterizando por ser fonte
de compostos fenodlicos.

Palavras-chave: Abelha. Geoprépolis. Atividade antioxidante. Atividade antibacteriana.
Cicatrizagéo.



QUANTIFICATION OF PHENOLS, TOTAL FLAVONOIDS AND
PHARMACOLOGICAL ACTIVITIES OF PROPOLIS PRODUCED BY BEES Plebeia
aff. flavocincta IN NORTHERN R1IO GRANDE DO SEMIARID

SILVA, Jardel Bezerra da. Quantification of phenols, total flavonoids and
pharmacological activities of propolis produced by bees Plebeia aff. flavocincta in
norther Rio Grande do semiarid. 2016. 60f. Dissertation (Master’s degree in Animal
Sciences) - Graduate Program in Animal Sciences, Federal Rural University of the Semiarid
(UFERSA), Mossoré — RN, Brazil, 2016.

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the geopropolis bees Plebeia aff. flavocincta
produced in Rio Grande Norte- Brazil, through the study of pharmacological activities,
sensory characteristics and physical and chemical requirements. Investigated the antioxidant
activity by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl), antibacterial, through the method of
diffusion in agar and healing activity, by inducing experimental surgical wounds Rattus
norvegicus in Berkenhout, 1769 Wistar. Quantified if the contents of total phenols and
flavonoids through the Waterman and Mole methods, Woisky and Salatino, respectively.
Samples of geopropolis showed consistency between the soft sticky resinous hard and
hydroalcoholic extracts of geopropolis we identified 06 different types of scent, amber color,
dark brown, green and colorless. The taste ranged from bitter to sweet and strong
characteristic. All samples of the extracts showed up with liquid aspect, clear and smooth.
The total phenolic content varied between 0,00 + 0,00 and 9,4 = 0,28% (m/m), the total
flavonoid content of 0,0005 = 0,0220 and 0,00003 % 0,00037% (m/m). The antioxidant
capacity of over 90% was observed in 05 samples. The extracts were found to be effective
with respect to antimicrobial activity because of the 08 samples tested, 05 promoted inhibition
zones >9mm front of all the strains tested. In wound healing assay of the experimental group,
the base cream 20% geopropolis P. aff. flavocincta decreased the signs of inflammation and
stimulate collagen production, accelerating the process of re-epithelialization, with no
statistically significant difference in the areas of the wounds from the 9th day and complete
healing on the 16th day. It follows that the geopropolis P. aff. flavocincta produced in
semiarid RN, can be used as an alternative and natural principle in antibacterial activities,
antioxidant and healing, characterized by a source of phenolic compounds.

Keyword: Bee. Geopropolis. Antioxidant activity. Antibacterial activity. Healing.
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1 INTRODUCAO

Cerca de aproximadamente 20.000 espécies de abelhas sdo conhecidas no mundo,
sendo gque no Brasil estima-se que existam mais de 200 espécies nativas e muitas outras ainda
ndo descritas, entre as quais se destacam as abelhas sociais (meliponideos), também chamadas
popularmente por nativas, indigenas e/ou sem ferrdo (SILVEIRA et al., 2002; MICHENER,
2007).

Atualmente, a meliponicultura é uma préatica que alcanca maior destaque nas
regides Norte e Nordeste, sendo em algumas ocasifes atividade econdmica complementar
bem estabelecida, pois seus produtos (mel, poélen, propolis e geoprdpolis) bastante apreciados
pela populacdo local devido seus valores nutricionais e terapéuticos, portanto, valorizados
economicamente (SOUZA et al., 2004). A meliponicultura é uma atividade importante ndo s
pelo papel social e econbmico que representa, mas também pelo papel ecolégico na
manutencdo de plantas nativas (SILVEIRA et al., 2002; KOLING; MORETTO, 2010). As
abelhas brasileiras sem ferrdo sdo responsaveis por 40 a 90% da polinizacdo das arvores
nativas (KERR et al., 1996).

A propolis € elaborada pelas abelhas, que utilizam como matéria prima uma
ampla gama de substancias coletadas de diferentes partes das plantas na flora regional,
agregando secregdes salivares, cera e polen para produzir um material de natureza resinosa e
com variada coloracdo, textura e consisténcia (FUNARI; FERRO, 2006). E utilizada na
construcdo e vedacdo da colmeia, como também para embalsamar insetos intrusos daninhos,
prevenindo a decomposicéo e a proliferacdo de microrganismos que possam infectar a colonia
(NOGUEIRA-NETO, 1997; BURDOCK, 1998; BANKOVA et al., 2000; ZUNINI et al.,
2010; CARVALHO-ZILSE; NUNES-SILVA, 2012).

Na producdo da geopropolis, diferentes espécies de abelhas sem ferrdo, na qual
podemos incluir a abelha mosquito (Plebeia aff. flavocincta), incorporam na composicao
barro ou terra, além dos componentes comumente encontrados na propolis (SAWAYA et al.,
2011; CUNHA et al., 2013).

As resinas vegetais sdo relevantes componentes presentes na geopropolis, mas a
presenca de terra assume e confere caracteristica peculiar ao produto. Demonstra aroma
caracteristico, podendo ser observado consideraveis variacdes em sua coloracdo, composicao
quimica, concentracdo de fendis e flavonoides totais. Estes fatores sdo determinados pela

influéncia da vegetacdo visitada pelas abelhas nas proximidades do enxame, pelo periodo da


http://www.sinonimos.com.br/enxame/
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coleta da resina, das variagfes climéticas e as informacGes genéticas das abelhas rainha
(PARK et al., 2002; SANTOS et al., 2003; FREITAS et al., 2008; LUSTOSA et al., 2008).

Os flavonoides e os acidos fenolicos presentes na composicdo da prépolis ou
geopropolis, atuam em diversos processos fisiologicos, contribuindo nos processos de
cicatrizacdo de feridas, como antioxidantes, apresentando ainda atividade antimicrobiana
(MENEZES, 2005). Os &cidos fendlicos presentes na prépolis brasileira sdo mais abundantes
quando comparados aos flavonoides. Essa caracteristica contribui para o0 sucesso e a grande
preferencia do mercado internacional por este produto (MARCUCCI, 1996b; PARK et al.,
2002a; PARK et al., 2002b; ORSI et al., 2005; FUNARI; FERRO, 2006).

No Brasil e em diversos paises as atividades farmacoldgicas e composicao
quimica da propolis tem sido foco de investigacdo (LUSTOSA et al., 2008; BARTH et al.,
2009; SFORCIN; BANKOVA, 2011).

O interesse na pesquisa pelas inumeras propriedades terapéuticas da prépolis e
geopropolis € crescente. Sendo utilizados extratos etandlicos, hidroalcodlicos e aquosos em
estudados frente a sua avaliacdo farmacogndstica, atividade antiviral, antibacteriana,
antifangica e antiparasitaria (DUTRA et al., 2008; SOUZA et al., 2013).

Porém sdo inexistentes pesquisas que envolvam estudos voltados para composi¢do
quimica e atividades farmacoldgicas de geopropolis da abelha P. aff. flavocincta. No entanto
ja existem pesquisas que relataram a composi¢cdo quimica e atividade bioldgica da
geopropolis de espécies de abelhas sem ferrdo. (FIANCO et al., 2013).

No presente momento, para a geoprépolis e extrato de geopropolis, ndo existe
especificacbes estabelecidas pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento, sendo
necessario se basear pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Prdpolis e
também de Extrato de Propolis presente na normativa n® 03, de 19 de janeiro de 2001 do
Ministério da Agricultura e Abastecimento. Especificacdes referentes as caracteristicas
sensoriais e fisico-quimicas sdo consideradas nas anélises (BRASIL, 2001).

A realizacdo de pesquisa a respeito da constituicdo quimica da geoprépolis se
torna indispensavel para relacionar os compostos bioativos presentes em sua formulacdo, com
suas atividades farmacoldgicas testadas, ampliando o respaldo da qualidade desses produtos e
oferecendo garantia aos consumidores que fazem uso em sua rotina. Assim, este trabalho
objetivou analisar atividades farmacoldgicas e caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas de
oito extratos hidroalcoolicos de geoprépolis produzida pela abelha P. aff. flavocincta no

semiarido do Rio Grande do Norte.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a geopropolis de abelhas Plebeia aff. flavocincta produzida na regido do
semiérido norte rio-grandense, através do estudo das atividades farmacoldgicas,

caracteristicas sensoriais e requisitos fisico-quimicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar o potencial antibacteriano in vitro dos extratos hidroalcodlicos de
geopropolis de abelhas Plebeia aff. flavocincta em bactérias gram positiva (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis) e gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa);

b) Analisar atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos de geoprdpolis de
abelhas Plebeia aff. flavocincta;

c) Investigar atividade cicatrizante do creme de geoprépolis de abelhas Plebeia
aff. flavocincta in vivo;

d) Quantificar o teor de fendis e flavonoides totais dos extratos hidroalco6licos de
geopropolis de abelhas Plebeia aff. flavocincta in vitro;

e) Verificar requisitos fisico-quimicos e caracteristicas sensoriais dos extratos
hidroalcoo6licos de geoprdpolis de abelhas Plebeia aff. flavocincta;

f) Sugerir como referencia para consulta de aspectos fisicos quimicos presente na

geopropolis e seus extratos hidroalcodlicos produzido por abelhas Plebeia aff. flavocincta.
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REVISAO DE LITERATURA

3.1 GEOPROPOLIS

A geopropolis é produzida pelas abelhas nativas pertencentes a tribo Meliponini,
no qual é utiliza na construcéo da entrada e das divisérias no local de nidificacdo da espécie,
diferindo da prépolis por ser produzida pelas abelhas sociais sem ferrdo. A elaboracéo da
geopropolis € possivel a partir da utilizacdo de terra e/ou barro, além de resinas de plantas e
cera (SAWAYA etal., 2011; CUNHA et al., 2013).

As abelhas produzem a propolis a partir da coleta de cera, substancias de
natureza resinosa e de compostos volateis oriundos de diferentes partes das plantas, sendo o
artificio de defesa mais importante utilizado contra microrganismos patogénicos, na
mumificacdo de invasores, na manutencdo de danos a colméia e na assepsia dos locais de
postura da abelha rainha (BANKOVA, 2005). A geopropolis pode apresentar coloracdo
caracteristica do barro presente na regido e consisténcia dura. Assim como a propolis, a
geopropolis também pode ser usada para mumificagdo de inimigos e ou espécies
competidoras (ALVES et al., 2007).

Uma enorme gama de fatores interfere na composicao quimica da prépolis, como
a flora local, clima, sazonalidade, variabilidade genética, espécie da abelha e reacdes geradas
através das secrecdes das glandulas hipofaringianas das abelhas, podendo acarretar
consideraveis variagcbes em sua composicdo (PARK et al., 2002; CARDINAULT et al.,
2012; NUNES; GUERREIRO, 2012).

A formacao tipica da propolis é de aproximadamente 50% de resina e balsamo,
30% de cera, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de uma ampla gama
de diferentes substancias (BURDOCK, 1998). Possuem em sua composi¢do minerais (ferro,
calcio, zinco, cobre, manganés), vitaminas (&cido ascorbico, alfa-tocoferol, e do grupo B),
flavonoides, compostos aromaticos, ésteres fendlicos e seus derivados (CARDINAULT et
al., 2012). Apresenta uma coloracdo com diferentes tons, do marrom a verde, amarelo e
vermelho, com sabor resinoso e odor aromético (SALATINO et al., 2011).

Mesmo que uma expressiva quantia de pesquisas sobre propolis tenha sido
publicada, grande parcela refere-se & propolis de Apis mellifera, abelha oriunda da Africa.
No territério brasileiro além da A. mellifera, que lidera em producdo de mel e prdpolis, ha
centenas de especies de abelhas nativas, que séo também conhecidas por abelhas sem ferrdo

ou indigenas. Essas produzem cerimen, utilizando cera e propolis ou geopropolis
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(SILVEIRA et al., 2002; BEZERRA et al., 2015).

O uso da propolis de forma medicinal é feito por diferentes povos ha milénios
(GREGORY et al., 2002). Este produto natural tem promovido uma ampla relacdo com
numerosas propriedades, tais como antimicrobiano, anti-inflamatorio e até mesmo antiécido,
que foi provado pelo costume popular e vem sendo fortemente preservado em varias
comunidades da Ameérica Latina. Entre uma serie de atividades bioldgicas que a propolis
apresenta, durante a Ultima década foram reportadas e confirmadas cientificamente, a
atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante, hepatoprotetora, antitumoral,
cicatrizante no tratamento de queimaduras, feridas e ulceras, dentre outros (SAWAYA et al.,
2011; SFORCIN; BANKOVA, 2011; CARDINAULT et al., 2012; FABRIS et al., 2013). No
entanto sdo raras as pesquisas sobre uso de produtos a base de prépolis, no aspecto clinico
(SFORCIN; BANKOVA, 2011).

Quanto a geopropolis das abelhas Meliponini, ainda € muito baixo o nUmero de
pesquisas, porém destes, alguns estudos j& demostram bons resultados quanto suas acoes
imunomoduladora e antimicrobiana (VELIKOVA et al., 2000; LIBERIO et al., 2011;
FRANCHIN et al., 2012a; CUNHA et al., 2013). No que diz respeito a geoprépolis da
abelha Plebeia aff. flavocincta é inexistente relatos, estudos ou dados referentes a pesquisas

em relacdo a atividades farmacoldgicas, caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas.

3.2 ABELHA Plebeia aff. flavocincta

A abelha P. aff. flavocincta é classificada de forma taxonémica no Reino
Animalia, filo Arthopoda, classe Insecta, ordem Hymenoptera, superfamilia Apoidea, familia
Apidae, e género Plebeia, que apresenta 39 espécies diferentes (INTEGRATED
TAXONOMIC INFORMATION SYSTEM, 2011). As abelhas da subtribo Meliponina
conhecidas como abelhas indigenas, abelhas sem ferrdo ou ainda, meliponineos, sdo sociais
nativas, de ampla distribuicdo geografica, com mais de 300 espécies descritas e muitas outras
ainda ndo descritas (SILVEIRA et al., 2002).

O pequeno género Plebeia contempla abelhas sem ferrdo e foi anteriormente
incluido no género Trigona, 0 mesmo ocorreu com género Schwarziana, que foi separado em
uma categoria nova e distinta apos o trabalho de 1943 do padre Jesus Santiago Moure,
referencia na taxonomia de abelhas nativas (MICHENER, 2007).

A abelha Plebeia aff. flavocincta ainda ndo foi catalogada como espécie,

recebendo aff. em seu nome cientifico, por apresentar grande semelhanca e afinidade em suas
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caracteristicas morfologicas com Plebeia flavocincta (Cockerell, 1912), espécie ja descrita, a
qual apresenta distribuicdo na regido neotropical do Brasil, estando presente nos estados da
Bahia, Paraiba, Pernambuco e Piaui (Figura 1) (CAMARGO; PEDRO, 2013).

Figura 1 — Distribuicdo geografica da espécie
Plebeia flavocincta (Cockerell, 1912) no Brasil

peria
-
Plebeia flavocincta ;

5

Fonte: moure.cria.org.br/catalogue?id=34997

A abelha P. aff. flavocincta, é considerada adaptada a condi¢do semiarida

nordestina, estando presente no territorio Norte Rio-grandense (Figura 2).

Figura 2 — Plebeia aff. flavocincta, popularmente
conhecida por abelha mosquito, obtida na regido
do semiarido Norte Rio-grandense

Fonte: CARVALHO (2014)
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Para manutencdo da populacdo dessas abelhas, existe dependéncia direta das
caracteristicas fenologicas presente no bioma Caatinga. A principal origem botanica das
fontes de recursos visitadas pela P. aff. flavocincta na Floresta Nacional do Assi — RN
(FLONA) sédo as espécies Mimosa tenuiflora, Mimoso arenosa, Senna sp. e Chamaecrista,
apontando as subfamilias Mimosoideae e Caesalpinioideae como as mais importantes para o
forrageamento (COSTA et al., 2013).

Em pesquisas realizadas por Pereira et al (2011), envolvem abelhas indigenas
criadas no Rio Grande do Norte, observou-se que o0 género Plebeia apresentou uma
frequéncia de distribuicdo geogréfica no estado do Rio Grande do Norte, de 4,9%, sendo a
segunda espécie com melhor distribuicdo. A espécie P. mosquito na regido Oeste potiguar foi
também a segunda mais encontrada, apresentando uma frequéncia de distribuicdo geografica
de 2,20%.

Inicialmente desenvolvida pelos indios, a meliponicultura foi ao longo do tempo
praticado de forma tradicional por pequenos e médios produtores, principalmente por aqueles
gue usavam mao de obra familiar nas atividades agropecuérias em diversas regides do Brasil
(ALVES et al., 2007).

A meliponicultura ¢ uma préatica de facil manejo, apresentando uma serie de
vantagens por ser sustentavel, atuando na conservacdo das abelhas e de seus hébitats, na
polinizacdo da flora local, além de favorecer a restauracdo ambiental através da preservacao e
plantio de arvores, que servem de locais de nidificacdo (FREITAS, 1999; ZANELLA,
MARTINS, 2003).

A criacdo de abelhas nativas no semidrido do nordeste brasileiro vem
aumentando, pois além do mel, também cresceu o interesse comercial pela producdo e
qualidade de outros derivados meliponicolas, tais como, a prépolis, o geoprépolis e o pblen
(SOUZA et al., 2004; SERVICO BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS
EMPRESAS, 2006).

Fora a enorme contribuicdo como polinizadoras, as abelhas produzem produtos de
grande interesse como a cera, mel e propolis ou geopropolis, podendo ser evidenciado em
alguns desses produtos propriedades bioldgicas (BRUENING, 1990). As caracteristicas
sensoriais, nutricionais e terapéuticas presente no mel desperta apreciacdo pela populagéo
local, estando juntamente com os enxames vendidos em troncos ou em corti¢os, 0s produtos
que mais gera interesse econdmico (CAMARA et al., 2004).

A meliponicultura é uma atividade importante ndo s6 pelo papel social e

econdémico que representa, mas também pelo papel ecologico na manutencdo de plantas
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nativas (SILVEIRA et al., 2002; KOLING; MORETTO, 2010), a exemplo, as abelhas
brasileiras sem ferrdo sdo responsaveis por 40 a 90% da polinizacdo das arvores nativas
(KERR et al., 1996).

Apesar dos poucos estudos sobre a propolis dos Meliponini, alguns trabalhos ja
indicaram bons resultados quanto as suas propriedades terapéuticas, como a prépolis de
abelhas africanizadas, esta também parece ser muito variavel em sua composi¢do quimica e

dependente da flora e do clima local.

3.3 COMPOSICAO QUIMICA

Propolis de diferentes localidades apresentam em sua composi¢do quimica uma
grande diversidade de substancias, com mais de duzentas ja identificadas, dentre estas
podemos incluir acidos fendlicos, flavonoides, ésteres, diterpenos, sesquiterpenos, lignanas,
aldeidos aromaticos, alcoois, aminodcidos, &cidos graxos, vitaminas e minerais. Essa
consideravel complexidade permite alguns autores afirmarem que a composi¢do quimica
heterogénea da prépolis explicaria a sua eficacia, relacionando os flavonoides e os acidos
fendlicos, a uma enorme contribui¢do para as atividades bioldgicas da propolis (WALKER;
CRANE, 1987; GREENAWAY et al., 1991; BONVEHI; COLL, 1994; MARKHAN et al.,
1996; TAZAWA et al., 1998; MARCUCCI et al., 2000; BANKOVA et al., 2002; EL HADY;
HEGAZI, 2002; KARTAL et al., 2002; PARK et al, 2002; PEREIRA et al., 2003; FUNARI;
FERRO, 2006).

Para uma melhor compreensdo da bioatividade que a propolis apresenta, é de
suma importancia aprofundar os conhecimentos a respeito dos componentes de interesse
presentes nos extratos a serem testados nos estudos de atividade biolégica (SFORCIN;
BANKOVA, 2011), sendo diretamente ligadas essas atividades com os teores dos
componentes quimicos, que por sua vez, podem sofrer influéncia da flora local e da
sazonalidade (SILVA et al., 2006). A diversidade na flora brasileira oferta condicdes
favoraveis para uma grande variabilidade na composicdo quimica da propolis produzida em
todo territdrio nacional, caso ndo semelhante as condicoes europeias (CASTRO et al., 2007;
NUNES; GUERREIRO, 2012).

Os compostos fenolicos encontrados na propolis estdo entre 0s grupos mais
relevantes que apresenta elevada atividades bioldgicas. Entre os compostos, destacam 0s
flavonoides, que de acordo com a presenca ou auséncia de um anel central, de uma dupla

ligagéo e de grupo hidroxila ligado ao anel, sdo classificados quimicamente (MARCUCCI et
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al., 1998). Os flavonoides em conjunto com os acidos carboxilicos modificados recebem
titulo de componentes estratégicos, por serem atuantes na a¢do contra varios microrganismos
patogénicos (BURDOCK, 1998).

Os diferentes tipos de propolis de trés regides brasileira foram classificados de
acordo com critérios de similaridade fisico-quimica em doze grupos. De acordo com a
pesquisa, foi evidenciado na regido nordeste seis diferentes tipos de amostras de propolis, na
regido sudeste uma e na regido sul cinco. Apos anélise para avaliar a composicao qualitativa e
quantitativa de flavonoides e compostos fenolicos das referidas amostras, foi verificado que
houve grande variacdo qualitativa e quantitativa dos compostos fendlicos presentes nas
amostras de propolis (na forma de extrato etandlico) provenientes das diversas regifes do
Brasil. Nas amostras de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, existiu notoria
diferenca qualitativa dos extratos, estando as amostras da regido Sul e Sudeste com o0s maiores
teores de compostos fenolicos (PARK et al., 2004).

A analise do perfil quimico de extratos obtidos da planta Baccharis
dracunculifolia por HPLC, comparados com as prépolis oriundas da regido sudeste do Brasil
em forma de extratos, demostraram incontaveis similaridade. Corroborando com essas
evidencias foi comparada as caracteristicas quimicas e bioldgicas de extratos de prépolis
verde com os de B. dracunculifolia através da espectroscopia de massas (BANKOVA et al.,
1999; KUMAZAWA et al., 2003; PARK et al., 2002, 2004), ainda como in vitro, através da
avaliac3o da atividade antimicrobiana (LEITAO et al., 2004).

3.4 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

3.4.1 Atividade antibacteriana

Entre as propriedades farmacolégicas que a prépolis apresenta, a atividade
antibacteriana se torna uma entre as mais esclarecidas. Comumente a sensibilidade das
bactérias gram-positivas € maior do que as gram-negativas frente aos extratos de propolis
(GONSALES et al., 2006; FERNANDES JUNIOR et al., 2006; CARDINAULT et al., 2012).

Os diferentes mecanismos atribuidos a inibigdo do crescimento bacteriano podem
ser dados pelo bloqueio da divisdo celular, desorganizacdo do citoplasma por inibicdo da
sintese de proteina, ou ainda, pela inibi¢do do processo adesdo (SCAZZOCCHIO et al., 2006;
CAYEUX e SERT, 2012).
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O efeito sinérgico do extrato hidroalcodlico da prépolis da regido sudeste foi
observado com a administragcdo concomitante de antibidticos contra Salmonella typhi (ORSI
et al., 2006). A potencial atividade contra isolados de diferentes sorovares de Salmonella foi
comprovada neste mesmo extrato, constatando que Salmonella typhimurium demostrou maior
resisténcia (ORSI et al., 2007).

A acdo contra Paenibacillus larvae, um agente gram-positivo que forma esporos e
ataca os estagios larvares das abelhas provocando a loque americana, foi comprovada
utilizando os extratos da propolis verde da regido sudeste (BASTOS et al., 2008). Em estudos
realizados contra Staphylococcus aureus, extratos etandlicos de prdpolis vermelha inibiram
crescimento contra esse microrganismo gram positivo (DAUGSCH et al., 2008). Fracdes do
extrato apresentaram-se biologicamente mais ativas do que o extrato etandlico contra esta
mesma bactéria (CABRAL et al., 2009).

As fracGes hexanica e cloroférmica apresentaram respectivamente maior atividade
sequestradora de radicais livres e maiores potencial antibacteriano. Favorecendo com que 0s
autores concluam que as duas atividades ndo sdo devido a um efeito sinérgico entre 0s varios
componentes do extrato etanolico. Apds o isolamento da fracdo cloroférmica obtida a partir
do extrato metanolico da prdpolis vermelha, dois isoflavondides (vestitol e neovestitol) e uma
chalcona (isoliquiritigenina) foram avaliadas quanto a sua agdo antibacteriana contra S.
aureus, Streptococcus mutans e Actinomyces naeslundii, levando aos autores concluirem que
isoliquiritigenina foi o composto com maior atividade (OLDONI et al., 2011).

Bactérias gram-positivas (Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis e Streptococcus
pyogenes) e gram-negativas (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, S.
typhimurium e Escherichia coli), foram sensiveis a um extrato metandlico de propolis
vermelha. Ao se avaliar a concentracdo microbicida minima (MMC), a bactéria K.
pneumoniae foi a que mais demandou concentracao, refletindo maior resisténcia das bactérias
gram-negativas, como ja citado (RIGHI et al., 2011). Todas as bactérias gram-positivas foram
sensiveis a fracdo acetanélica (BISPO JUNIOR et al., 2012).

Em pesquisa realizada por Koo et al. (2000), foi verificado que embora as
amostras de propolis do nordeste, sul e sudeste apresentem diferentes composicdes quimicas,
as trés diferentes amostras tiveram atividade antibacteriana contra S. mutans, Streptococcus
sobrinus e Streptococcus cricetus. Ndo ocorrendo 0 mesmo com 0s resultados obtidos com a
propolis da regido nordeste, Silva et al. (2006), demostraram que a inibi¢do do crescimento de

S. aureus, ndo foi observada com prépolis obtida na Paraiba.
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As propolis do tipo 6 (nordeste) e 12 (sudeste), foram avaliadas em fungdo da
sazonalidade frente & bactéria S. mutans, onde os resultados obtidos permitiram os autores
concluirem que existem influéncia direta da sazonalidade no perfil quimico e potencial
antimicrobiano das amostras testadas. Na propolis do tipo 6, obtidas na Bahia, melhor
atividade antibacteriana foi observada em uma subfracdo da fracdo hexanica, rica em
compostos da classe das benzofenonas. O isolamento desta fracdo a hiperibona A, uma
benzofenona prenilada, demostrou atividade contra S. aureus e S. mutans, mas também possuli
atividade contra patogenos relacionados as infeccdes orais como: S. sobrinus, Streptococcus
oralis e A. naeslundii (CASTRO et al., 2009).

Contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e Streptococcus faecalis, trés dos quatro
compostos isolados de uma propolis obtida no Parana, foram efetivos (MARCUCCI et al.,
2001). Com propolis obtida no estado do Rio Grande do Sul, observou inibi¢cdo do
crescimento de 92,6% dos isolados de bactérias gram-positivas e 42,5% de gram-negativas
(VARGAS et al., 2004). Extratos hidroalcodlicos elaborados a partir da propolis, também
obtidas na regido sul, foram capazes de inibir o crescimento de patdégenos comumente
associados a otite canina: Staphylococcus coagulase-positivo e o fungo Malassezia
pachydermatis (CARDOSO et al., 2010).

O crescimento de S. aureus foi inibindo através do uso de um dleo essencial, rico
em monoterpenos (a-pineno, B-pineno e limoneno), que foi obtido a partir de hidrodestilacdo
de prépolis coletadas em trés municipios no Rio Grande do Sul (SIMIONATTO et al.,
2012).

Na comparacgdo do potencial antimicrobiano da propolis coletada na regido sul e
sudeste, os resultados mostraram que a propolis do sudeste possuiu maior atividade anti-
coagulase-negativa e a do sul, maior raio de sinergismo com medicamentos antimicrobianos.

Para E. coli foi verificado que algumas amostras de propolis marrom, coletadas na
regido Centro-Oeste, apresentaram efeito antibacteriano, onde 42,9% dessas amostras
demonstraram concentracdo inibitéria minima (MIC) de 250mg/mL (BASTOS et al., 2011).
Nesta mesma regido, foram coletadas amostras de propolis, que atuaram contra S. aureus, mas
guando a bactéria era ressuspendida do leite, a atividade bactericida diminuia
consideravelmente (SANTANA et al., 2012).

Na regido norte, precisamente no estado de Manaus, Ishida et al. (2011),
demonstraram que a prépolis apresentou atividade antimicrobiana positiva contra bactérias de

interesse odontoldgico ligadas a formacéo de carie dentéria Streptococcus mitis, S. mutans e
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Streptococcus salivarius. As amostras com bioatividade eram ricas em benzofenonas
preniladas.

A propriedade antibacteriana também pode ser referida a prépolis produzida por
abelhas nativas. A abelha Frieseomelitta varia apresentou atividade antibacteriana contra
Aeromonas hydrophila, B. subtilis, P. aeruginosa e S. aureus.

A conclusdo ap06s isolamento e identificagdo da artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico), foi que este composto apresenta maior atividade antibacteriana (CAMPOS
et al.,, 2011). Para a propolis de abelha Melipona fasciculata, observou atividade
antibacteriana contra Streptococcus. mutans e Candida albicans, com significante atividade
inibitoria contra biofilmes de S. mutans (LIBERIO et al., 2011) e o extrato etandlico da
geopropolis de Melipona scutellaris e sua fracdo hexanica inibiram o crescimento de S.
aureus e S. mutans (CUNHA et al., 2013).

3.4.2 Atividade antioxidante

Para avaliacdo da atividade antioxidante de extratos de prdpolis, os métodos de
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) e o de inibi¢do da oxidagdo do sistema B- caroteno/acido
linoléico vem sendo os mais utilizados, sendo que para as formas farmacéuticas topicas 0s
mais adequados métodos sdo os ensaios de inibicdo da peroxidacdo lipidica e sistema
xantina/xantina oxidase/luminol (MARQUELE et al., 2005). A atividade sequestradora do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) de extratos aquosos de prépolis verde e marrom
foram maiores quando comparados a extratos metandlicos do mesmo tipo de propolis
(BANSKOTA et al., 2000).

Foi constatado por Nagai et al. (2003), que o extrato aquoso da prépolis brasileira
demostrou atividade antioxidante superior a encontrada no &cido ascorbico 5 mM nas
concentracdes de 1 e 5 mg/ml, utilizando o modelo de peroxidacéo lipidica.

Apos elaboracdo dos extratos etandlicos de amostra de prépolis brasileira e
fracionamento por fluido supercritico, através da capacidade sequestradora dos radicais DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), superéxido (0O2-) e hidroxila (OH), foi possivel ser
evidenciado que atividade antioxidante apresentou acdo concentracdo dependente (WANG et
al., 2004).

Na comparacdo do potencial antioxidante de diferentes extratos obtidos através da
propolis brasileira, adotando-se 0 método DPPH e tiocianato férrico para avaliagdo, o extrato

etandlico exibiu maior atividade que o extrato éter de petrdleo nos dois métodos (SHENG et
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al., 2007). A Artepillin C (4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico) é um dos compostos
bioativos presentes na propolis verde, sendo capaz de prevenir o dano oxidativo em células
HepG2 (hepatdcitos cancerigenos humanos), demostrando biodisponibilidade e capacidade
antioxidante (SHIMIZU et al., 2004). Apo6s tratamento com extratos etandlico de prépolis
verde, neutrofilos foram avaliados quanto a producgéo de espécies reativas do oxigénio (ROS),
sendo demostrado maior efeito inibitorio pela fragdo hexanica e pelo canferide (flavonol) no
ensaio dependente de luminol (SIMOES et al., 2004).

Pesquisas comparativas quanto a acao antioxidante da préopolis verde de diferentes
paises na qual inclui o Brasil, enfatiza que a propolis chinesa exibiu maior poténcia em
sequestrar o radical DPPH, quando comparado com a prépolis verde e alguns de seus
compostos isolados. Uma possivel explicacao para atividade antioxidante da propolis chinesa,
é o fato de possuir fenetil éster do acido caféico (CAPE) e para prépolis verde, a presenca de
derivados do &cido cafeoilquinico e &cido caféico (IZUTA et al., 2009). Foi possivel observar
que apds avaliacdo da propolis obtidas na Russia, Italia e Brasil, as amostras brasileiras
apresentaram menores valores de concentracdo capaz de inibir em 50% o radical DPPH
(IC50%). Dentre essas amostras, a propolis verde exibiu maior potencial antioxidante, quando
comparada as propolis do Pantanal e de Séo Paulo (FABRIS et al., 2013).

O extrato aquoso da propolis verde foi utilizado no tratamento de ratos Wistar
machos, concluindo neste estudo que em virtude da sua capacidade antioxidante a prépolis
verde foi capaz de melhorar a funcdo reprodutiva dos ratos, atuando favorecendo maior
producdo de espermatozoides e maior altura do segmento inicial do epitélio do epididimo
(sem inducdo de estresse oxidativo) (CAPUCHO et al., 2012).

Também ¢é relevante a acdo antioxidante da propolis vermelha, pesquisas
realizadas por Cabral et al. (2009) apontam que fracdes hexanicas apresentam maior atividade
antioxidante (74,4%), através do método de sequestro de radical DPPH. Ja no método de
inibi¢ao da oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico, a fracdo cloroférmica apresentou
maior atividade (64,84%), concluindo nesse estudo que existe uma maior correlacdo entre o
teor de compostos fenolicos e a atividade antioxidante pela oxidacdo do sistema [-
caroteno/acido linoléico. Esses resultados corroboram com os encontrados por Oldoni et al.
(2011), que apo6s o isolamento de dois compostos obtidos da fragdo cloroformica, 0s
isoflavondides (vestitol e neovestitol) e uma chalcona (isoliquiritigenina), constataram que
vestitol foi o que apresentou maior atividade antioxidante frente aos demais, também através

do método B-caroteno/acido linoleico.
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Através do método de oxidagdo do B-caroteno foi possivel observar que um
extrato metanolico da prépolis vermelha demostrou maior atividade antioxidante, quando
comparado ao método do DPPH, onde Righi et al. (2011) indicaram que isoflavonas e
chalconas, considerados os principais compostos ativos, apresentam maior relacdo pela fase
organica.

Apos andlise de um extrato hidroalcodlico de propolis vermelha, foi constado
acentuada atividade enzimatica tipo superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT),
importantes no estresse oxidativo (FROZZA et al., 2013).

A acgdo antioxidante apresenta intima ligacdo com as propriedades antimicrobianas
e anti-inflamatorias. A prdpolis marrom atuou efetivamente reduzindo danos histoldgicos e
lesGes causados pela infeccdo pelo virus Herpes simplex tipo 2 (HSV-2), nos tecidos genitais
de animais, tendo acdo em processos oxidativos e inflamatorios (SARTORI et al., 2011).

A partir da mensuragdo por quimiluminescéncia, neutrofilos estimulados por
zimosan, tiveram a producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) inibidas pela acdo
antioxidante da propolis verde. Ao se analisar qualitativamente a propolis, evidenciou que
tanto a aromadendrina-4-metil éter como também a bacarina apresentam essencial funcéo na
atividade antioxidante (SIMOES-AMBROSIO et al., 2010).

3.4.3 Atividade cicatrizante

A prépolis como cicatrizante e agente regenerador de tecidos no tratamento de
queimaduras, feridas e Ulceras jA& vem sendo utilizada e largamente empregada na
dermatologia. Com proposito de demonstrar a atividade cicatrizante da prépolis, estudos
clinicos in vitro e in vivo ja foram realizados. Na presente revisdo de literatura diferentes
modelos experimentais foram observados, constatando bons resultados ap6s tratamento com
propolis e evidenciando diminuicdo no recrutamento de células inflamat6rias em muitos
estudos (ABREU et al., 2012).

A reducdo do tempo de cicatrizacdo, o aumento da contracdo da ferida e da
aceleracdo do reparo tecidual, ocorre devido as suas propriedades antimicrobianas e anti-
inflamatdrias. Durante a cicatrizacdo de feridas, interacGes celulares e moleculares se
sincronizam para reparar os tecidos danificados (BARBOSA et al., 2009). A propriedade
cicatrizante da propolis esta relacionada a presenca de flavonoides e acidos fenolicos
(ARVOUET-GRAND et al., 1994).
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Hé& vérios estudos comparando a propriedade cicatrizante de cremes de propolis
com cremes de sulfadiazina de prata em feridas cirtrgicas abertas, sendo que em todos os
trabalhos, a propolis demonstrou igual ou maior rapidez na cicatrizagdo e menor inflamacgéo
local que o antibidtico (GREGORY et al., 2002; HAN et al., 2005; KHORASGANI et al.,
2010). Ahmed et al. (2011) avaliaram a efetividade da prépolis egipcia em feridas de
queimaduras cirdrgicas em ratos diabéticos. O creme de propolis testado foi capaz de diminuir
as superficies das queimaduras e inibir o crescimento bacteriano local, quando comparado ao
grupo controle. Esses resultados corroboram com os encontrados por Baracho et al. (2009),
que avaliaram o efeito do uso tdpico do extrato hidroalcodlico da prdpolis na cicatrizacdo de
feridas cirargicas em ratos diabéticos (tipo 1), comparando-os a um grupo controle. Os
resultados obtidos demonstraram que o extrato hidroalcoolico da propolis a 30% acelerou a
cicatrizacao das feridas nesses animais.

A eficacia do creme de prépolis foi avaliada em estudo clinico comparativo com o
tratamento padréo de sulfadiazina de prata em queimaduras de 2° grau. Os resultados obtidos
demostraram que 0s pacientes tratados com creme de prépolis apresentaram menor tempo de
cicatrizacao e reduzida intensidade dos sinais de inflamacdo (calor, rubor e incha¢o), porém a
sulfadiazina de prata demostrou com maior potencial antimicrobiano, quando comparado com
o creme de prépolis (GREGORY et al., 2002).

Em pesquisa realizada com prépolis verde, avaliando a absor¢do de compostos
fenolicos por um po-de-pele e o efeito sobre fibroblastos de ratos, foi possivel observar que
68% dos compostos fendlicos aderiram ao po-de-pele, em concentragdes iguais ou inferiores
a 15,62 pg/ml, além disso, o extrato de propolis ndo foi capaz de alterar a viabilidade dessas
celulas (FUNARI et al., 2007).

Testes com pomada a base de propolis em feridas cronicas (Ulceras vasculares,
diabéticas e por pressdo) realizados por Santos et al. (2007), mostraram um tempo médio de
cicatrizacdo de 13,1 semanas, apresentando brandos sinais da inflamacéo, sugerindo eficiente
acdo do tratamento. A pomada de prépolis foi a forma farmacéutica usada em estudo
comprovando que a propolis atua influenciando no processo de cicatrizacdo através do
estimulo da proliferacdo de queratindcitos, reduzindo significativamente as areas das feridas.
O uso da técnica de espectroscopia fotoacuUstica indicou variada taxa de penetracdo da
formulacédo nos diferentes estagios da cicatrizacdo (SEHN et al., 2009).

Foi constado que ocorreu eficaz debridamento das lesGes no periodo inicial e

estimulou a producdo de coldgeno em todo o periodo de avaliagdo da capacidade
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reepitelizante de uma pomada de propolis 5% em queimaduras de 2° grau induzidas em ratos
(PESSOLATO et al., 2011).

Administrando oralmente extrato aquoso de prépolis verde (500mg/kg) Moura et
al. (2011), avaliaram o reparo tecidual através do modelo de implantacdo de matrizes
esponjosas subcuténeas. O tratamento com propolis proporcionou processo inflamatério
reduzido na matriz esponjosa nos primeiros dias pés-implante, quando comparado ao grupo
controle ndo tratado, levando aos autores concluirem que a propolis na fase inicial do
processo cicatricial foi capaz de afetar a deposi¢édo de colageno.

Estudo em que se comparou e correlacionou os dados obtidos na reparacéo de
tecidos in vivo com o teor de flavondides, utilizando pomada a base de 20% de propolis verde
e outra a base de propolis vermelha, demonstrou que os animais tratados com a pomada de
prépolis verde apresentaram evolucdo ligeiramente melhor. Com isso, ndo foi possivel fazer
correlacdo entre o teor de flavondides e o potencial cicatrizante, demonstrando que
flavondides diferentes nos dois tipos de propolis podem estar envolvidos no processo
cicatricial (BATISTA et al., 2012).

Na forma farmacéutica de gel contendo variadas concentracbes do extrato
padronizado de propolis (EPP-AF®), foi avaliado o tratamento de feridas induzidas em ratos
Wistar (BERRETTA et al., 2012).

Entre as concentragOes avaliadas, o gel com concentracdo 3,6% (p/p) do EPP-
AF® apresentou maior atividade cicatrizante, evidenciando epitelizacdo concluido com sete
dias pos-injuria. A partir da analise histolégica dos fragmentos das feridas, observou que o gel
de prépolis diminuiu a quantidade de leucdcitos e estimulou a angiogénese e a producao de
colageno. Dentre os compostos quimicos do EPP- AF® houve predominéncia de substancias
das classes dos flavonoides, compostos fendlicos prenilados e acidos fenolicos. Confirmado
com esses dados, pesquisa avaliando o efeito da administracdo topica de extrato de prépolis
30% sobre feridas cutaneas em ratos, observou que o tratamento foi capaz de promover a
fibroplasia e re-epitelizacdo das feridas e acelerar a cicatrizagdo, quando comparado a um
grupo controle (ABREU et al., 2012).

De acordo com pesquisa realizada por Barroso et al. (2012), foi avaliada a a¢éo de
um extrato alcodlico de propolis 30% em mastdcitos, a partir de administragdo topica sobre
feridas orais induzidas em hamsters. Em estudo comparativo utilizando dois métodos de
tratamento: creme de dexametasona 0,1% e o extrato alcodlico de prdpolis 30%, o segundo

favoreceu reducdo significante do numero de mastocitos, tanto na regido central, quanto nos
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bordos das feridas durante a fase inflamatoria de cicatrizagdo, demonstrando potente acdo

anti-inflamatoria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCOES DAS AMOSTRAS

Durante o periodo de julho a setembro de 2014, oito amostras de geopropolis
produzidas por abelhas mosquito (Plebeia aff. flavocincta) no semiarido do Rio Grande do

Norte, Brasil, foram coletadas (Figura 3).

Figura 3 — Amostra de geopropolis produzida por
abelhas mosquito Plebeia aff. flavocincta, obtida
na regido do semiarido Norte Rio-grandense

Fonte: Acervo do autor

Uma amostra foi coletada no municipio de Serra do Mel (A) e as demais em
assentamentos localizados na zona rural de Mossoré (B, C, D, E, F, G e H). As técnicas de
coleta utilizada seguiram as determinagdes da Instru¢cdo Normativa n° 3, de 19 de janeiro de
2001 do Ministério da Agricultura. Depois de retirada manual de sujidades, as amostras foram
avaliadas quanto a sua consisténcia, pesadas em balanca de precisdo, identificadas e
armazenadas em frascos esterilizados e mantidos sobre refrigeracdo a temperatura proxima de

-20 °C, até a producdo dos respectivos extratos.

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS DE GEOPROPOLIS

Realizou-se a maceracao a frio, na proporcdo de 1:6,25 (m/v), para cada 1g de

geoprépolis triturada, utilizou 6,25ml de alcool etilico 70°GL. As amostras foram
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acondicionadas em frasco de vidro ambar devidamente identificados e agitados manualmente
por 30 segundos, diariamente durante 20 dias consecutivos de infuséo, conforme Garcia et al.
(2004). Na etapa seguinte realizou-se processo de filtragem do sobrenadante em papel filtro e
posteriormente em algodao, para retencdo de particulas insollveis. Para remogdo da cera, 0
filtrado permaneceu sobre refrigeracdo (4 °C) por 24h e logo apds em freezer (-20 °C) por 30
minutos e em seguida, realizou-se nova filtragem do sobrenadante em papel filtro seguido de

centrifugacdo, obtendo-se os extratos hidroalcodlicos de geopropolis.

4.3 CARACTERISTICAS SENSORIAIS DOS EXTRATOS

As analises sensoriais das amostras e dos extratos de geopréopolis foram realizadas
segundo regulamento de identidade e qualidade de propolis e extrato de propolis, sendo
avaliada a consisténcia para geopropolis e o aroma, cor, sabor e aspecto para os extratos. Os
resultados foram considerados com base no enquadramento das possibilidades
disponibilizadas pelo regulamento citado, presente na Instrucdo Normativa n°® 3 Anexo VII
(BRASIL, 2001).

4.3.1 Requisitos fisico-quimicos

4.3.1.1 Determinacdo do extrato seco das amostras

Aliquotas de 6,0ml de cada extrato foram divididas em quantidade equivalente em
trés frascos de vidro previamente pesados em balanca analitica de precisdo, em seguida
colocados em chapa aquecida a 40 °C para total evaporacdo do solvente presente.

Os frascos foram pesados novamente, ap6s 48 h mantidas em dissecador sobre
pressdo reduzida, para obtengéo e determinacéo do extrato seco, que foi obtida de acordo com
a seguinte formula: Es = Pmf — Pmi. Onde: Es = Extrato seco (mg); Pmf = Peso médio final;

Pmi = Peso médio inicial, e posteriormente expresso em porcentual.
4.3.1.2 Quantificacdo de fendistotais
O teor de fendis totais foi determinado empregando-se 0 método Waterman e

Mole (1994), em que aliquotas de 0,02ml em triplicata de cada extrato hidroalcodlicos de

geopropolis foi transferida para um tubo de ensaio, adicionando-se 0,08ml de Metanol


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi-poXekvXJAhVFIZAKHe4mDPQQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.dicionarioinformal.com.br%2Fmetanol%2F&usg=AFQjCNF5IJoBJBwdtwgGmMAKLn2IzOrAMw
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(MeOH) e em seguida, transferidas para baldes volumétricos de 10ml, contendo 3,9ml de
agua destilada. Adicionando-se 0,75ml de carbonato de sodio (Na,CO3) e 0,25ml do reagente
Folin-Ciocalteau. Apds 60 minutos realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (Coleman 33D)
a 760nm. Utilizou-se como padrdo o &cido tanico, nas concentra¢des de 100, 200, 400, 600,
800, 1000 e 1200mg/ml para construir uma curva de calibracdo (Figura 4). Os resultados
foram expressos como equivalentes de &cido tanico, sobre a geopropolis bruta (m/m).

4.3.1.3 Quantificacdo de flavonoides totais

A determinacdo dos teores de flavonoides totais foi realizada segundo o método
descrito por Woisky e Salatino (1998), em que 10ul de cada amostra dos extratos
hidroalcodlicos foi diluido em 3 ml de metanol, desta diluicdo retirou-se aliquotas de 0,5ml
em triplicata e adicionado um volume igual de solugdo metandlica de Cloreto de aluminio 5%
(AICI3). Apds repouso por 15 minutos, realizou-se a leitura em espectrofotdmetro (Coleman
33D) a 420nm. O conteldo de flavonoides totais foi determinado usando uma curva padrdo de
quercetina nas concentracbes de 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 250 e 300mg/ml
(Figura 5). Os resultados foram expressos como equivalentes de quercetina, sobre a

geopropolis bruta (m/m).

4.4 AVALIACOES DAS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

4.4.1 Avaliagéo da atividade antibacteriana in vitro

As cepas utilizadas foram provenientes de colecdes padronizadas pela American
Type Cell Culture (ATCC), devidamente caracterizadas morfologicamente, fisiologicamente
e bioguimicamente. As cepas testadas foram de Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 35032).

Os in6culos foram obtidos a partir de culturas recentes destes microrganismos
(entre 18-24h a 37 °C) e foram, posteriormente, suspensos em solucéo salina peptonada estéril
para obter turvacdo idéntica a do tubo 0,5 da escala McFarland (6x10°) unidades formadoras
de col6nia (UFC) (KONEMAN; CURY, 2001).

Foram necessérias varias diluigdes seriadas desta aliquota, antes de se realizar o

plagueamento. As varias dilui¢cbes foram feitas com a finalidade de possibilitar a contagem de
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coldnias em meio sélido para a certificacdo da quantidade de microrganismos utilizados nos
testes. A partir dos trés tltimos tubos diluidos adicionou-se 500ul da amostra na placa.

Cada um dos oito extratos hidroalcoolicos de geopropolis, com suas respectivas
concentracdes (massa seca - mg/ml), foram submetidos em tubos de ensaio a diluicdes
seriadas com alcool etilico (70°GL) nas seguintes proporgdes de extrato para seu diluente:
100/0, 75/25, 50/50, 25/75, 12,5/87.5 e 6,25/93,75.

Os controles positivos utilizados nos experimentos foram definidos apos
realizacdo de antibiograma, onde se empregou como controle positivo discos de antibidtico
com ciprofloxacina (5upg) para bactérias gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis) e
amoxicilina (10ug) para bactérias gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa) e como controle
negativo 50ul de alcool 70°GL para todas as placas de Petri avaliadas.

As placas de Petri de 15 cm de diametro, foram preparadas com o Agar Mueller-
Hinton (AMH) com aproximadamente 4 mm de espessura e ap6s a solidificacdo do meio,
foram perfurados sete pogos em cada placa com 6mm de didmetro. Em seguida, foi realizada
a semeadura dos microrganismos com o auxilio de swabs estéreis, em cinco dire¢des, como
padronizado por Wayne (2008) com o intuito de promover o crescimento bacteriano
uniforme. Em um poco foi colocado 50uL do controle negativo e para outros seis pogos 0
mesmo volume de cada respectiva diluicdo dos extratos testados. As placas foram incubadas
invertidas a 35°C por um periodo de 24h.

Os testes foram feitos em triplicata pelo método de (BAUER et al., 1966), em
seguida com auxilio de paquimetro foram medidos os didmetros dos halos de inibicdo e
expressos em milimetros. A leitura dos resultados seguiu a tabela de halos padronizada pelo
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2011). Foi considerada como atividade
antimicrobiana positiva os halos que apresentaram tamanho igual ou maior a 9 mm, segundo
Smania et al. (1995).

4.4.2 Avaliagdo da atividade antioxidante invitro

Para avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de geoprdpolis foi utilizado
0 método fotocolorimétrico in vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
descrito por Mensor et al. (2001). Para a analise das amostras foi diluido cada extrato em
metanol (5mg/ml). Em cada poco da placa de Elisa aliciou-se 220ul de uma solugéo
metanolica de radical livre DPPH e transferiu-se 20ul do extrato a ser analisado, para o

branco utilizou-se 20ul de metanol. Como controle foi utilizado 3,5 mg de DPPH diluido em
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50ml de metanol. Apds 20 minutos de reacdo, realizou-se a leitura em 515nm, utilizando-se
Biotek Synergy H1 Microplate reader. Todas as leituras foram realizadas em triplicata e com
a média dos dados obtidos, foi calculado o percentual da atividade antioxidante dos extratos
de geoproépolis, pela seguinte formula:

%AA= 100 — [(Aa — Ab) x 100] / Ac. Onde %AA= Porcentagem de atividade
antioxidante; Aa = absorbancia da amostra; Ab = absorbancia do branco; Ac = absorbancia do

controle.

4.4.3 Avaliacdo da atividade cicatrizante invivo

4.4.3.1 Formulacédo do creme

Para a preparacdo da formulacdo do creme aplicado por via topica nas feridas
experimentais usado na avaliagdo da atividade cicatrizante, foi utilizado o creme base
constituido de isodecila 5%, lanete WB 10%, butil-hidroxitolueno (BHT) 0,01%, Acido
etileno diamino tetracético (EDTA) 0,1%, aristoflex 1,5%, propileno glicol 5%, silicone
BC245 2%, Phenonip® 0,1% e &gua bidestilada g.s.p. 100g. Foram adicionados ao creme
base 20% da mistura dos extratos hidroalcodlicos de geopropolis, concentrados em banho
Maria (40 °C).

4.4.3.2 Animais utilizados e grupos experimentais

Foram utilizados principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e da Lei Auroca, n° 11.794 na conducdo do experimento, no qual iniciou
ap6s aprovacdo da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade
do Estado do Rio Grande do Norte - UERN, sobre o protocolo n° 001/15 (Anexo A).

Na avaliacdo da atividade cicatrizante foram empregados 40 ratos da espécie
Rattus norvegicus Berkenhout, 1769, machos da linhagem Wistar e com peso médio de 250g,
sendo todos provenientes e mantidos no biotério da Universidade Estadual do Rio Grande do
Norte (UERN) campus Mossord. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno
(40x50x20cm) forradas com maravalha contendo trés animais em cada, as quais eram
mantidas em sala adequada com temperatura 21 a 23 °C e com ciclo de luz claro/escuro de
12h. Agua e racio comercial (Labina Purina®) foram oferecidas ad libitum durante todo o

procedimento experimental.
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Os animais foram divididos em dois grupos: o grupo experimental (GE),
composto por 20 ratos com feridas cutaneas, tratados com aplicacdo topica do creme base
com 20% de geoprdpolis, e o grupo controle (GC), com 0 mesmo numero de animais que

receberam a aplicagéo topica do creme base sem adi¢do de geopropolis.

4.4.3.3 Protocolo anestésico, confeccdo das feridas experimentais e aplicacdo topica do
creme.

Para a realizacdo das feridas cutaneas, os animais foram anestesiados através da
técnica dissociativa utilizando cloridrato de xilazina (8,0mg/kg) e cloridrato de ketamina
(140mg/kg), administrado por via intramuscular.

Foi feita ampla tricotomia da regido dorsal e antissepsia com alcool iodado 2%
no local cirdrgico e sem realizar distensdo da pele efetuou com auxilio de molde metalico
circular de 1x1cm de didmetro e caneta para retroprojetor 1 mm a demarcacgédo para confecgéo
da ferida. Em cada rato, realizou-se uma ferida cutaneas centralizada na regido dorsal, a
incisdo com lamina de bisturi frio n® 15 e tesoura de ponta romba com auxilio de pinca de
disseccdo para remocgdo e o descarte da pele e tecido celular subcutaneo, expondo a fascia
muscular. O dia da producéo da leséo cutanea foi intitulado como dia 0.

O creme foi aplicado imediatamente ap0s cirurgia e posteriormente a cada 24h

com auxilio de espatulas estéreis, em quantidade suficiente para cobertura total das lesdes.

4.4.3.4 Avaliacdo macroscopica e morfométrica das lesbes

As lesBes cutaneas foram avaliadas diariamente quanto a presenca de hiperemia,
edema, sangramento, secre¢do, odor e crostas.

As areas das feridas foram medidas diariamente nos didmetros maior e menor
empregando-se paquimetro. Os dados obtidos foram avaliados mediante a equacéo formulada
por Prata et al. (1988): A== .R.r. Onde A = &rea (cm?); = = 3,14; “R”, o0 raio maior € “r”, 0

raio menor.
4.4.3.5 Biopsia das feridas e avaliagdo histologicas
Em todos os animais do grupo controle e experimental, foram realizadas biopsias

nos 3°, 7°, 14° e 21° dias apos a producao das lesbes. O mesmo protocolo anestésico utilizado

para realizacdo das feridas foi adotado para realizacdo das biopsias. Retirou-se fragmentos
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de 1 cm? de tecido epitelial abrangendo a area da lesdo e da pele integra, apds, foram fixados
em formalina a 10%. Os fragmentos fixados foram desidratados em &lcool e diafanizados em
xilol, submetidos a inclusdo em parafina, cortados a 5um de espessura e posteriormente
corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE). Para quantificacdo de colageno realizou-
se coloracdo pelo tricomico de Masson.

Foram realizadas fotografias dos cortes histoldgicos com camera digital Canon
acoplada ao microscépio optico convencional (Olympus modelo BX50) e conectado a um
computador com programa especifico de analise de imagem (Image Pro Plus, versao 6.0 para
Windows), no qual foi quantificada a densidade dos elementos histolégicos que indicam a
evolugdo do processo cicatricial: células polimorfonucleares, células mononucleares, vasos
sanguineos, fibroblastos e fibras colagenas. A seguir fluxograma descritivo conforme as
etapas e metodologia utilizada no delineamento experimental da avaliacdo da atividade

cicatrizante (Figura 4).

Figura 4 — Delineamento experimental da avaliagdo da atividade cicatrizante, fluxograma
descritivo conforme as etapas e metodologia utilizada

Confeccao cirurgica das feridas
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4.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram expressos em valores de média e desvio padrdo através do
programa estatistico GrapPad Prism versao 5.0. Apés analise dos pressupostos paramétricos,
diferengas estatisticas das varidveis da densidade dos pardmetros histolégicas
(polimorfonucleares, vasos sanguineos, mononucleares, fibroblastos, colageno) entre grupos
experimentais dentro de cada dia estudado foram obtidas através de teste t independente. Ja
diferencas entrem os dias para cada grupo utilizou-se analise de variancia seguida por Tukey.

Em relacdo aos halos de inibicdo de crescimento bacteriano, diferenca entre os
extratos de geopropolis dentro e entre diluicbes foram obtidas por anélise de variancia. A
influéncia do extrato seco de geoprépolis frente atividade de fendis totais, flavonoides e
atividade antioxidante foram feitas através da correlacdo de Spearman. Por fim, elaborou-se
um modelo de regressdo linear mdaltipla, tendo como variavel dependente a atividade
antioxidante (%). Quando rompido distribuicdo gaussiana, utilizou-se transformagéo
logaritmica. Variaveis percentuais sofreram transformacéo arcoseno. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos (Figura 5).

Figura 5 — Fluxograma metodolégico simplificado
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos através da analise das caracteristicas sensoriais
demonstraram que as amostras de geopropolis utilizada para elaboracdo dos respectivos
extratos apresentaram em temperatura ambiente, consisténcia que variaram de maleével
pegajoso a rigido resinoso. Nos extratos hidroalcodlicos foi possivel identificar seis distintos
tipos de aroma: amadeirado, adocicado, neutro, balsdmico, horteld, erva e adocicado. A
maioria das amostras apresentou coloragdo ambar. No entanto, a amostra C, apresentou-se
incolor, amostra G, marrom escuro e amostra H esverdeada. Os sabores observados nas

amostras variaram do caracteristico amargo ao forte e adocicado. Em todas as amostras dos

extratos verificaram-se aspectos liquido, limpido e homogéneo (Tabela 1).

Tabela 1 — Consisténcia das oito amostras brutas de geoprépolis produzido por Plebeia aff. flavocincta e
respectivas caracteristicas sensoriais dos extratos hidroalco6licos

Extratos Consisténcia* Aroma Cor Sabor Aspecto
A Maledvel Amadeirado Ambar Caracteristico Liquido
(pegajoso) adocicado picante amargo limpido e

homogéneo
B Rigido Amadeirado Ambar Caracteristico Liquido
(Resinoso) amargo limpido e

homogéneo
C Maledvel Neutro Incolor Caracteristico Liquido
(pegajoso) amargo limpido e

homogéneo
D Maleével Balsamico Ambar Caracteristico Liquido
(pegajoso) forte limpido e

homogéneo
E Maleével Hortela Ambar Caracteristico Liquido
(pegajoso) amargo limpido e

homogéneo
F Rigido Erva Ambar Caracteristico Liquido
(Resinoso) amargo limpido e

homogéneo
G Rigido Amadeirado Marrom escuro Caracteristico Liquido
(Resinoso) adocicado adocicado limpido e

homogéneo
H Rigido Adocicado Esverdeado Caracteristico Liquido
(Resinoso) picante limpido e

homogéneo

*geopropolis utilizada para elaboracédo dos respectivos extratos


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-695X2007000100017&script=sci_arttext#tab01
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-695X2007000100017&script=sci_arttext#tab01
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Neste trabalho foi demonstrado que houve grande variacdo das caracteristicas
sensoriais das amostras de geoprépolis e dos extratos, da abelha mosquito Plebeia aff.
flavocincta, provenientes de comunidades rurais do semiarida do estado do Rio Grande do
Norte. Os diferentes tipos de aroma, cor, sabor e aspectos observados nos extratos
hidroalcodlicos podem indicar diversidade da matéria-prima utilizada pelas abelhas para
confec¢do da geopropolis, bem como variagdo de sua composicao quimica. A propolis é uma
mistura complexa de substancias produzidas a partir de componentes das plantas, nas quais as
abelhas acrescentam secrecOes salivares, cera e pdlen para elaboracdo de um produto final
(BRASIL, 2001). As espécies nativas pertencentes a Tribo Meliponini elaboram geoproépolis
que difere da prépolis produzidas por Apis mellifera, possui terra ou barro em sua composi¢do
(CUNHA et al., 2013).

Assim, as variacOes nas caracteristicas sensoriais obtidas no presente estudo estao
de acordo com dados da literatura, no qual afirma que a coloracdo da propolis ou geopropolis,
depende de sua procedéncia, podendo variar de marrom escuro, passando a uma tonalidade
esverdeada até ao marrom avermelhado. Possui um aroma caracteristico que pode variar de
uma amostra para outra, como também existem amostras que ndo apresentam nenhum aroma.
O sabor ¢é caracteristico, variando de suave balsdmico a forte e picante, dependendo da origem
botanica (MARCUCCI, 1996a; DUTRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2012).

Os resultados indicam que cinco amostras apresentaram excelente atividade
antioxidante acima de 90%. As amostras F e G se destacaram com relacdo as demais, por
apresentar respectivamente altos valores de fendis totais 5,67+0,39% e 9,40+0,28% (m/m),
bem como de maiores concentracbes de flavonoides totais 0,01005+0,00004 e
0,02200+0,00037% (m/m) (Tabela 2).

Tabela 2- Extrato seco % (m/v), teor de fendis totais (%) (m/m), teor de flavonoides totais % (m/m) e atividade
antioxidante (%) e seus respectivos desvio padrdo dos oito extratos hidroalcodlicos da geoprdpolis de Plebeia
aff. flavocincta

Analises
Amostras Extrato seco % Teor Atividade antioxidante
(miv) Fenois totais (%)  Flavonoides totais % (%)
(m/m) (m/m)
A 3,34 +0,53B 2,67+0,21E 0,0041+0,00007E 94,31+1,12 A
B 1,89 + 0,36F 0,99+0,09F 0,00148+0,00007F 89,72+2,38 B
C 2,2 +0,24E - 0,0005+0,00003H 24,45+150 D
D 3,25+ 0,25C 3,13+0,24D 0,00618+0,0003C 94,97+0,39 A
E 2,65 +0,30D 4,01+0,55C 0,0046+0,00D 93,79+0,34 A
F 3,41 +0,66B 5,67+0,39B 0,01005+0,00004B 95,65+0,05 A
G 3,76 + 0,44A 9,4+0,28A 0,02200+0,00037A 95,46+0,10 A
H 3,37 +0,68B - 0,0008524+0,00009G 49,93+0,07 C

A Letras maitsculas diferentes na coluna significa diferenca estatistica (p<0,05)
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Os valores de 99% do coeficiente de regressdo (R?) refletem um alto grau de
confiabilidade das curvas padrdo, com sua respectiva equacdo da reta para acido tanico e para

quercentina (Figura 6).

Figura 6 — Curva padrdo, com sua respectiva equacdo da reta, para o acido tanico e
quercentina

Curva padrio - Acido tanico Curva padrdo - Quercentina

\I—‘
=~
=

y =0,0009x +0,0764 y =0,0029x - 0,0126 B4

=
N

-

2 _
RZ=0,9971 0,8 R?=0,0958 /
0,6

350

£
] 0,8 =]

04 <

0,2
0,2 ".'/./ /
O T T T T T T 1 O T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 02 50 100 150 200 250 300
Concetragao (mg/ml) - Concetragio (mg/ml)

Fonte: Acervo do autor

Vale salientar que este € um estudo pioneiro, ndo sendo, portanto, encontrados na
literatura dados relativos a quantificacdo de fendis totais e flavondides totais da geoprépolis
produzida pela abelha P. aff. flavocincta.

Em relacdo a outros meliponideos, cujas informacdes podem ser comparadas as
observacBes do presente estudo, merece destaque a pesquisa realizada por Franchin et al.
(2012b), que também observaram alto teor de fendis totais na geopropolis produzido pela
abelha Melipona scutellaris (urugu). O teor de fendis totais encontrado nas amostras F e G
também atende ao regulamento técnico para fixacdo de identidade e qualidade de prépolis do
Ministério da Agricultura, que € de no minimo 5% (m/m) (BRASIL, 2001).

Pode-se observar que houve uma correlacdo positiva entre extrato seco das
amostras dos extratos e atividade antioxidante (rs = 0,828), extrato seco e os teores de fendis
totais (rs = 0,841) e flavonoides totais (rs = 0,833). Se constatou correlagdo positiva entre
atividade antioxidante e as variaveis fendis totais (rs = 0,870) e flavonoides totais (rs = 0,912),
como também fendis totais e flavonoides totais (rs = 0,957) (Tabela 3). Com o modelo
matematico € possivel obter a atividade antioxidante a partir da equacdo, %Y = 56,6683 + %
Fenois totais x (19,6378) + Flavonoides totais x (— 6,5383), onde %Y é a atividade

antioxidante. O coeficiente de determinacdo multipla foi de R2= 0,6027.
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Tabela 3 - Correlagdo entre extrato seco, atividade antioxidante %, fenois totais % (m/m) e flavonoides totais %
(m/m) dos oito extratos hidroalcoolicos da geoprépolis de Plebeia aff. flavocincta

Extrato seco Atividade Antioxidante Fendis totais
Atividade antioxidante 0,828 (<0,0001)** -
Fenodis totais 0,841 (<0,0001)** 0,870 (<0,0001)** -
Flavonoides totais 0,833 (<0,0001)** 0,912 (<0,0001)** 0,957 (<0,0001)**

** Significancia estatistica (p<0,001)

A relacdo entre os teores de fendis totais, flavonoides totais e a atividade
antioxidante, apontam que a medida que aumentou os teores dos referidos compostos nas
amostras, houve o aumento percentual da atividade antioxidante. Tal fato confirma dados da
literatura que afirma que a atividade antioxidante est4 diretamente correlacionada aos teores
de fendis totais e flavonoides totais (CASTRO et al., 2007; SOUZA; GONCALVES, 2008;
CABRAL et al., 2009; DA SILVA et al., 2013). Os compostos fenolicos sdo capazes de
interceptar a cadeia de oxidacdo de radicais livres através da doacdo de hidrogénio de suas
hidroxilas fenolicas. O método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) baseia-se na captura do
radical DPPH por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia, a concentracéo
desse radical é medida por espectrofotometria, onde é observada a reducdo da absorbancia até
sua estabilizacdo (RIGHI et al., 2011).

Considerando que o consumo frequente de antioxidantes é associado com a baixa
incidéncia de declinio do sistema imune, doencas degenerativas, entre as quais 0 cancer,
diabetes, artrite, doencas cardiovasculares e até mesmo disfuncGes cerebrais (OLIVEIRA et
al.,, 2011), a constatacdo da atividade antioxidante nos extratos da geoprdpolis podera
contribuir para validar seu uso medicinal, uma vez que a utilizacdo como remédios caseiro
dos produtos elaborados pelos meliponineos (mel, pélen, prépolis e geoproépolis) faz parte dos
habitos de muitas comunidades rurais no semiérido do nordeste brasileiro (SOUZA et al.,
2004).

Os ensaios de atividade antibacteriana in vitro demonstraram que as amostras A,
D, F, G e H promoveram halos de inibi¢cdo em todas as bactérias testadas. Como esperado, as
bactérias gram-positivas e gram-negativas utilizadas no experimento demonstraram
sensibilidade a Ciprofloxacina 5ug e Amoxicilina 10ug, respectivamente. O alcool 70°GL,
utilizado como controle negativo ndo demonstrou atividade inibitéria contra o0s
microrganismos testados, ndo havendo formacdo de halos de inibicdo. Na medida em que

aumentou a proporcdo do extrato, houve ampliagéo dos halos de inibi¢do do crescimento das
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bactérias nas placas, demonstrando acdo concentracdo dependente para as bactérias gram-
positiva e gram-negativa.

Para a amostra G foram obtidos excelentes resultados, uma vez que, promoveu
halos de inibicdo com tamanhos iguais ou superiores a 9 mm para a bactéria Escherichia coli
em todas as diluigdes do extrato, apresentando halos de inibi¢cdo superiores estatisticamente
do que os valores do antibidtico nas concentracfes de 100, 75 e 50% e ndo diferiram
significativamente nas demais diluicbes. Os halos de inibicdo promovidos pela referida
amostra para as bactérias Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa, na
concentracdo de 100%, ndo diferiram significativamente do valor médio do halo promovido
pelo antibidtico, sendo que, para Staphylococcus aureus os halos promovidos pela amostra G
também ndo diferiu significativamente em relacdo aos halos promovido pelo antibidtico nas
concentracdes de 100%, 75% e 50%, 25% (Tabela 4).

Tabela 4 — Média + desvio padrdo dos valores dos halos de inibicdo, em milimetro de diferentes diluicbes (%) de
extratos hidroalco6licos de geoprépolis de abelha Plebeia aff. flavocincta sobre o crescimento de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus epidermidis, pelo método de difusdo em agar.
(CP: Controle positivo - Antibi6tico); (E: Extratos hidroalcodlicos)

E Concentracdo do extrato % C.p**
100 75 50 25 12,5 6,25
Staphylococcus aureus
A 9,33+ 8,33+ * * * * 8,67+
0,57aA 0,58aB 0,58aC
B * * * * * * 11,00 i
1,00AB
C * * * * * * 10’00 i
0,00BC
D 11,67 11,00 £ 9,33 % 7,00 £ 6,00 + * 10,00 +
1,53aA 1,00abA 0,58bA 0,00cA 0,00cAB 0,00abBC
E * * * * * * 9’00 i
0,00C
F 9,67 % 9,33+ 9,00 £ 3,33+ 2,67+ * 10,50 +
0,58abA 0,58abAB 1,00abA 5,77bB 4,62bB 0,50aAB
G 11,00 + 11,33+ 10,67 + 10,00 + 8,00 £ * 11,50+
1,00aA 2,08aA 1,53aA 2,65aA 1,00aA 0,50aA
H 10,00 + * * * * * 11,00 +
1,00aA 0,00aAB
Escherichia coli
A 13,33+ 11,00 £ 10,00 £ 10,33 10,67 £ 6,67 £ 12,00 +
1,53aA 1,00abA 0,00abA 2,31abA 2,89abA 1,15bA 1,73a
B 3,00 £ 2,67+ 2,33+ 2,67+ 2,33+ * 14,00 +
5,20bB 4,62bB 4,04bB 4,62bA 4,04bA 0,00aAB
C 11,67 9,00 £ 9,33 % 8,67+ 6,67+ 6,00 £ 12,00 +
0,58abA 1,00bcA 1,15abcA 1,53cdA 1,15cdA 0,00dA 1,00aA
D 14,00 + 11,67+ 11,33+ 10,00 + 8,00 £ 8,67+ 11,00 +
1,00aA 1,53abA 1,15abA 0,00bA 1,00bA 2,89bA 0,00abAB
E 13,67+ 10,67 £ 10,67 £ 3,33+ 3,00 £ 2,67+ 9,00+
2,52aA 1,15abA 1,53abA 5,77bA 5,20bA 4,62bA 0,87abBC
F 12,67 + 12,00 £ 11,67+ 9,33+ 5,33+ 2,33+ 13,00 +
2,08abA 1,73abA 1,53abA 0,58abcA 4,73bcA 4,04cA 0,00aAB
G 15,33 13,00 £ 12,00 £ 9,67+ 9,00 + 9,00 £ 11,00 +



3,21aA
H 10,67+
0,58aA
A 11,67 +
0,58bBCD
B *
C 8,67 %
1,53bD
D 15,67+
1,15bB
E 10,00 +
0,00aCD
F 14,33 +
0,58abBC
G 20,33 +
3,79aA
H 11,00 +
1,73bCD
A 10,67 +
1,15bBC
B *
C 9,00 +
1,00bC
D 14,00 =
1,00aB
E 9,33+
1,15bhC
F 13,67
1,53aB
G 19,33+
2,52aA
H 10,33 +
0,58abBC

1,73abA
8,00 +
1,00abAB

10,00 +
1,00bBC
*

8,33+

0,58bC
13,33+
1,15bB
9,67+
0,58aBC
11,67 +
1,53bBC
18,33 +
3,79abA
9,00 +
1,00bBC

9,33+
0,58bcBC
*

8,67 +
0,58bBC
11,33+
0,58bB
8,33+
0,58bcBC
11,67 +
1,15abAB
17,33 +
3,561abA
5,00 +
4,36bC

1,00abA 0,58bA
8,00 + 7,00 £
1,00abA 1,00abA
Pseudomonas aeruginosa
9,67 + 9,00 +
0,58bB 0,00bB
* *
* *
13,00 + 10,00 +
1,73bcAB 1,73cdB
10,00 + *
1,00aB
11,33 10,00 £
1,53bB 1,00bB
16,00 = 14,00 £
2,65abA 2,00abcA
9,33+ *
2,52bB

Staphylococcus epidermidis

9,33+
1,53bcBC
*

*

10,33 +
0,58bcBC
7,67 %
0,58cC
12,00 +
2,00aB
16,33
2,52abA

*

8,33+
0,58cB
*

*

8,67
0,58cdB
*

10,67 +
0,58abcAB
11,33 +
2,31bcA

*

1,00bA
2,67+
4,62bA

2,67 %
4,62cB
*

*

8,67 %
0,58dA
*

9,00 =
2,00bA
12,33+
2,52bcA
*

8,00 +
1,00dA
*

3,33
5,77bcA
9,00 £
1,73cA
*

0,00bA
2,33+
4,04bA

2,33

4,04cB

8,00 +

4,04cA
*

2,67
4,62cA
7,00 £
0,00cA

*

42

0,00bBC
11,00 +
0,00Abc

25,00 +
0, 00a
20,00 + 1,00
22,00 £
0,00a
21,00 £
0,00a
9,00 +
0,00a
18,00 =
0,00a
21,00 +
0,00a
20,00
0,00a

17,00 +
0,00a
20,00 + 0,00
25,00 +
0,00a
10,00
0,00bc
21,00 +
0,00a
16,00 +
0,00a
20,00 £
0,00a
13,00 =
0,00a

2P| etras mindsculas diferentes na linha e *® Maidsculas diferentes na coluna significa diferenca estatistica

(p<0,05)

* N&o houve crescimento de halos de inibicéo.

**controle positivo foi comparado somente na linha

C.N (controle negativo - Alcool 70° GI) n&o apresentou formagéo de halo de inibicdo em nenhum ensaio

O extrato de geoprépolis da abelha P. aff. flavocincta foi considerado eficaz sob o

ponto de vista da atividade antimicrobiana, uma vez que, das oito amostras testadas, cinco

promoveram halos de inibi¢do > 9mm frente todas as cepas testadas em relacdo aos controles,

fato indicativo que nas amostras analisadas apresentam compostos bioativos com acéo

antimicrobiana. Outro dado importante refere-se & obtencdo de atividade antimicrobiana

frente a cepas gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis) e gram-negativas (E. coli e P.

aeruginosa), indicando, portanto atividade inibitoria de amplo espectro (Figura 7).
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Figura 7 — Atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de geoprépolis de abelha
Plebeia aff. flavocincta, sobre Staphylococcus aureus (S.A); Staphylococcus epidermidis
(S.E); Escherichia coli (E.A); Pseudomonas aeruginosa (P.A)
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Fonte: Acervo do autor

Vale ressaltar que geralmente atividades antimicrobianas in vitro de produtos
naturais sdo mais ativas contra cepas de bactérias gram-positivas (PINTO et al., 2001; ORSI
et al., 2007).

As bactérias gram-negativas apresentam uma parede celular composta por uma
grande parte de lipopolissacarideo (LPS), que age como barreira, impedindo a acdo dos
componentes ativos da préopolis, o que resulta em baixa sensibilidade as diferentes
concentragOes dos extratos de propolis (OLIVEIRA et al., 2012).

Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com a observacao de
Bankova (2005), no qual afirma que os diferentes tipos de propolis possuem atividade
antimicrobiana, uma vez que, as abelhas tém esse material como mais importante mecanismo
de defesa quimica, utilizando contra microrganismos patogénicos, no reparo de danos a
colméia e no preparo de locais assépticos para postura da abelha rainha. Dessa forma, assim
como ja demonstrado pela propolis das abelhas do género Apis, alguns estudos vém
comprovando a capacidade da propolis ou geoprépolis produzido pelos meliponideos em
inibir o crescimento de bactérias patogénicas que adquirem com bastante frequéncia
resisténcia aos antibidticos sintéticos e apresentam alto grau de patogenicidade para seres
humanos e animais.

A propolis produzida por Melipona fasciculata exerceu atividade antimicrobiana
contra Streptococcus mutans e Candida albicans, com significante atividade inibitoria contra
S. mutans (LIBERIO et al., 2011). A atividade antimicrobiana contra Aeromonas hydrophila,
Bacillus subtilis, P. aeruginosa e S. aureus foi observado através do uso da propolis
meliponideo Frieseomelitta varia (CAMPOS et al., 2011).

O extrato etandlico da geoprépolis de M. scutellaris e sua fracdo hexanica
inibiram o crescimento de S. aureus e S. mutans (CUNHA et al., 2013) e a atividade
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antibacteriana do extrato hidroalcoolico da geoprépolis (EHG) de Melipona subnitida, foi
demonstrada tanto em bactérias gram-positivas Salmonella typhimurium e S. aureus, quanto
em gram-negativas Enterobacter aerogenes e E. coli (SOUSA et al., 2015).

Na avaliacdo da atividade cicatrizante do creme a base de geopropolis da abelha
P. aff. flavocincta foi possivel observar durante 0 exame macroscépico que até o quarto dia
po6s-operatorio as feridas da maioria dos animais do grupo experimental (GE), apresentaram
discreta hiperemia e edema dos bordos (Figura 8 A), enquanto que 0s animais do grupo
controle (GC), no mesmo periodo, apresentam bordos edemaciados, elevados e com presenca

de exsudato serosanguinolento (Figura 8 B).

Figura 8 — Aspecto macroscopico de ferida cutdnea pds-cirirgico em Rattus norvegicus
Berkenhout, 1769, linhagem Wistar, grupo experimental (GE), no 3° dia (A); grupo controle,
no 3° dia (B); grupo experimental, no 7° (C); grupo controle, no 7° dia (D); grupo
experimental, no 14° dia (E); grupo controle, no 14° dia (F)
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Fonte: Acervo do autor

No sétimo dia, os animais dos grupos (GE) e (GC) apresentaram evidencias de
formagé&o de crosta que recobria o leito da ferida. As crostas dos animais do GE apresentaram-
se finas, uniformes, secas e niveladas com a pele (Figuras 8 C), enquanto que as crostas dos
animais do (GC) apresentaram-se espessa, granular e elevada acima do nivel do bordo da
ferida (Figuras 8 D). No oitavo dia pds-operatorio houve desprendimento espontaneo da
crosta que recobria a superficie das feridas em todos os animais dos (GE) por essa ocasido, foi
possivel verificar que as feridas se apresentavam com marcada reducdo do tamanho original,
secas, de coloragdo esbranquicada no decorrer do processo cicatricial (Figuras 8 E), enquanto
que nos animais do (GC) as crostas se desprenderam no décimo primeiro dia pos-operatério e
as feridas apresentavam-se visivelmente maiores com coloracéo rdsea, brilhante e imida apds

o0 decimo quarto dia pos-cirurgia (Figuras 8 F).
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Na avaliacdo histoldgica das feridas cirdrgicas foi possivel observar que no GE,
os valores médios da densidade de células polimorfonucleares foram menores (P<0,05) que 0s
animais do (GC) no terceiro (Figura 9A e 9B), sétimo e décimo quarto dia. Com relacdo ao
numero de vasos sanguineos e densidade de células mononucleares, no referido periodo, ndo
se observou diferenca estatistica (P>0,05) entre os grupos (Figura 10C e 10D).

No sétimo (Figura 10E e 10F) e décimo quarto dia (Figura 11G e 11H), observou-

se aumento (P<0,05) da contagem dos fibroblastos e fibras coldgenas no GE (Tabela 5).

Tabela 5 — Valores de média + desvio padrdo dos achados histoldgicos dos animais, pertencentes aos Grupos
Controle (GC) e Experimental (GE) nos dias 3, 7 e 14 pds-operatério

Grupos PERIODO DE OBSERVACAO (DIAS)
3° 7° 14°
Polimorfonucleares (GE) 103456,68 + 453,00 £ 19,00 =
64680,81aB 172,08bB 11,57bB
(GC) 219021,80 + 7210,00 + 350,00 +
69107,13aA 3586,96bA 2814,12bA
Vasos (GE) 13,80 + 110+ 4,20 £
Sanguineos 2,77aA 3,80aA 2,48bA
(GC) 7,60 + 7,40 + 3,20+
5,31aA 3,84aA 1,09aA
Mononucleares (GE) 72,86 + 99981,40 + 27509,60 +
26,44cA 75596,99aA 18870bA
(GC) 89,60 £ 104052,40 + 3517,80 +
15,40cA 34840,70aA 52521,90bA
Fibroblastos (GE) 249,80 £ 9469,60 +
0 57,44aA 28488,57bA
(GC) 39,46 + 190,26 £
0 28,48bB 169,02aB
Colageno (GE) 5312,20 + 29033,00 +
0 2147,62bA 15419,25aA
(GC) 630,20 + 918,42 +
0 195,10bB 97,91aB

3P| etras minGsculas diferentes na linha e *F Maiusculas diferentes na coluna significa diferenca estatistica
(p<0,05) (GE) = Grupo experimental; (GC) = Grupo controle

O efeito benéfico do uso tdpico do creme de geoprépolis da abelha P. aff.
flavocincta foi constatado pela aceleracdo do processo cicatricial, 0os quais foram evidenciados
pelo desprendimento da crosta que recobriam as feridas no oitavo dia p6s-operatério, bem
como pelo fechamento mais rapido da ferida, além da reducéo significativa da densidade de
células polimorfonucleares, aumento significativo da contagem dos fibroblastos e fibras
colagenas nos animais do (GE).

Evidencias de edema e hiperemia discreta, bem como a baixa densidade de células
polimorfonucleares observadas nas feridas do (GE) e diferenca estatistica em relacdo ao (GC),
sugere a geopropolis da abelha P. aff. flavocincta atividade anti-inflamatoria.
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7

O processo inflamatério é uma etapa fundamental ao processo cicatricial. A
inflamag&@o promove a exsudacédo de células leucocitérias que realizam fagocitose e destroem
agentes lesivos, restos tissulares e tecido necrotico (MANDELBAUM et al., 2003).

Contudo, com a persisténcia do processo inflamatorio, inicia-se a fase dos efeitos
colaterais gerados pela resposta exacerbada do organismo, que promove edema, quantidade
excessiva de exsudato e lesdo tecidual, os quais favorecem a deiscéncia e crescimento
bacteriano e, consequentemente, a inibicdo da proliferacdo de fibroblastos e da deposicao de
colageno (ROBBINS et al., 2009).

Os resultados da andlise histologica realizada no presente estudo foram
semelhantes aos obtidos por Berretta (2012), que observou diminui¢do do recrutamento de
células inflamatorias e producdo de coldgeno em feridas cutdneas experimentais em ratos
tratadas com gel de prépolis verde apos o terceiro dia de tratamento.

Corroborando com esses achados, um estudo realizado por Abreu et al., 2012
demonstrou que o aplicacdo tdpica de extrato de propolis a 30% foi capaz de promover a
fibroplasia, a re-epitelizacdo e aceleracdo da cicatrizacdo quando comparada a um grupo

controle

Figura 9 — Aspecto histologico das feridas cutaneas, (A) ao 3° dia de evolugdo pos-cirurgica
do Grupo experimental (GE), nota-se infiltrado inflamatério de células polimorfonucleares
discreto e em (B) Grupo controle (GC), infiltrado inflamatério de células intenso. Obj. 20x.
Barra de escala = 200um
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Figura 10 — Aspecto histologico das feridas cutaneas ao 7° dia de evolugdo pos-cirurgica, (C)
no Grupo experimental (GE) e (D) no Grupo Controle (GC), nota-se presenca de tecido de
granulacdo com vasos sanguineos e células mono nucleares. Obj. 5x. Barra de escala =
500um. (E) Nota-se, presenca de maior quantidade de fibroblastos em (GE) e menor
quantidade de fibroblasto em (GC) (F). Obj. 20x. Barra de escala = 200um
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Fonte: Acervo do autor

Figura 11 — Aspecto histolégico das feridas cutaneas ao 14° dia de evolugdo pos-cirurgica,
(G) Grupo Experimental (GE), nota-se maior quantidade de fibras colagenas e menor
quantidade no Grupo Controle (GC) (H).Obj. 20x. Barra de escala = 200pum
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Quanto & area da ferida, verificou-se diminui¢do progressiva do tamanho ao longo
do tempo, com diferencga significativa, entre o (GE) e (GC) a partir do nono dia. No décimo
sexto dia as feridas dos animais do (GE) estavam completamente fechadas, enquanto que no

(GC), o fechamento das feridas ocorreu no vigésimo primeiro dia (Figuras 12).

Figura 12 — Gréafico do valor médio + desvio padrdo das areas das feridas em animais do
Grupo Experimental (GE) e Grupo Controle (GC)
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Fonte: Acervo do autor

A Figura 12 mostra que entre e dentro de cada grupo experimental (GE) para os
dias estudados, utilizou-se teste t independente e Analise de Variancia (ANOVA One Way)
seguida por Tukey respectivamente. Valores percentuais tiveram transformacdo arcoseno.
Valores de p <0,05 foram considerados significativos.

Uma ampla variedade de produtos naturais possuem condi¢des de otimizar os
eventos envolvidos no processo cicatricial, e assim promover acelera¢do do reparo tecidual.
Pela facilidade de utilizacdo, inocuidade, baixo custo e poder bactericidas ou bacteriostaticos
alguns produtos naturais tém sido utilizados no tratamento de feridas (RAHAL et al., 2003).
Nesse sentido, 0 emprego do uso de cremes ou extratos de prépolis tem sido amplamente
testado na dermatologia no tratamento de feridas abertas, queimaduras e ulceras externa, com
resultados promissores por apresentar propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias

(GREGORY et al., 2002; BARBOSA et al., 2009; MOURA et al., 2011; PESSOLATO et al.,
2011).
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6 CONCLUSOES

A geopropolis produzidas no semiarido Norte Rio-grandense por abelhas P. aff.
flavocincta, apresentou eficacia nas atividades farmacologicas testadas. Todos os resultados
obtidos favorecem a fundamentacdo para utilizacdo da geoprépolis de P. aff. flavocincta
como principio alternativo e natural, nas atividades antibacteriana, cicatrizante e antioxidante,
caracterizando por ser fonte de compostos fenolicos. Os dados obtidos neste estudo ressaltam
a importancia do controle de qualidade e contribuem para a padronizacdo e caracterizagdo

desse tipo de propolis.
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ANEXO A — Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da Universidade do
Estado do Rio Grande do Norte (UERN)

Governo do Estado do Rio Grande do Noste
Secreiaria d¢ Estudo da Educagap e da Cultura ~ SEEC
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE - UERN

Comiss@o de Etica em Experimentagio Animai - CEEA
BR 110, XM 42 ~ Raa Prof. Aotanio Campos, s - Cosis ¢ Silva— Foie: (8433318 - 2596
UER Home Page: hupfvww.venmty - e-mail: geus@uem bic - CEP: 59610.090- Mossaro ~RN

PAéECER CONSUBSTANCIADO CEEA/UERN N° 001/18

N° PROTOCCLO (CEEA) | 001/15

Titulo do Projeto Atividades biologicas, agao antioxidante e guantificacic dos teores de
fendlis totais e flavonoides dos propolis das abslhas amarela (Frisiomelitta
varia), cupira (Parfomona cupira), jandaira {Melipone subnitida) ¢ mosquito
Plebeia aff. flavocincta (Cockerell, 1812).

1 ~ RESUMO {Média de 2560 palavras) Elaborade peic(a) relator{a) ]
Prépolis € um material resinoso gue apresenta diversas propriedades sendo produzido por diferentes espécies de abelhas.

Pouco se conhece da constituiciio guimica e atividades bioldgicas das propolis das abelh la (Frisiomelitta varia),
cupira (Par cupira), jandaira (Meli 2 subni ida) & mosquite Plebeia aff. fiavocincta (Cockerell, 1912), podendo
essas rep em uma alt iva péutica para vacias doengas. Neste estudo serd realizada uma andlise da
composiclio quimica e avaliagio das atividades bioldgicas das prépolis produzida por abelhas sem ferrfo. Para avaliar a
acdo antibacterisna in vitre serd utilizado o método de difus@o em agar, na atividade antioxidante © método sequestrador
de radicais livres DPPH, na agdo cicatrizante serfio feito eswudos em ratos, sendo os mesmos submetidos a lesdo circular

em cirurgia Gnica de 1xlem de didmetro na regiao dorso-iombar onde berao a aplicagéio imediata do creme a base de
propolis apos cirurgia, as aplicagdes serdo didrias com intervalo de 24 horas, durante o5 periodos experimentais de 3,7,14
e 21 dias, posteri D histoldgicos serfio avaliados. Serfio 5 trata {um para cada prépolis testada e um
controle), cada um com 4 grupos dé 6 animais cada, num total de 120 animais. Serdo utilizados ratos mantidos no biotério
da UERN em condigbes padronizadas. Detalh ) expert l. para a realizacio das feridas cutineas, os animais
serdio iad és da téenica dissociativa utifizando cloridrate de xilazina (10mg kg-1) e cloridrato de cetamina
(50mg kg-1), administrado por via intr lar. Apos ia, serd feitas tricotomia e antissepsia do local cirlirgico

com iodopovidena 1%. Com auxilic de um molde {(@= 1,0 em de digmetso), a pele da regifio dorsolombar seré
divulsionada, expondo a fascia muscular. O creme serf aplicado imediatamente apés cirurgia e, posteriormente, uma vez
a0 dia, nos trés primeiros dias serd utilizado analgésico (meloxicam 2 mg/kg). As lesdes serio medidas diariamente, em
seu diimetro maior ¢ menor, empregand paquimetro. No 3°, 7°, 14° e 21° dia pés-operatério, serd realizado eutandsia
dos respectivos grupos de animais com uma superdose de cloridrato de xilazina (30mg/ml.-1} ¢ cloridrato de cetamina
{150mg/mL-1) administrado por via i lar, associado ao cloreto de potdssio (3ml) i iy Seré retirado
fragmentos de 1,5 X 1,5cm da pele, abrangendo a drea da lesdo ¢ a pele integra, os quais serfo fixados em formalina a
10%. Os tecidos fixados serfio incluidos em parafina, cortados a uma espessura de 5 micrémetros e cosados pela HE. Os
cortes histolégicos serfic examinados para quantificacio de células polimorfonucleares, ofagos, vasos sanguineos,
fibrobl ¢ fibras cold

Comissia de Etica em Experimentagiio Animal- CEEA/UERN 1ome Page: www. nern.br e-mail: ceuni@oarm br

2 - ENTEDIMENTOS E RECOMENDAGOES
O projeto apresentado pode ser executado, a pariir da liberacdo deste parecer, Apds o periodo de
realizag@o da pesquisa, 0 pesquisador deverd preparar um relatério final & em seguida encaminha-io a
este CEEA.

[3-PARECER
’ Protocolo de Pesquisa Aprovado.
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fourda, &0 MO AsS~
Paula Vivianne Souza de Queiroz Moreira
Vice-coordenadora do CEEA/UERN




