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RESUMO - No Brasil, a espécie de abelha Melipona subnitida, popularmente conhecida por “jandaira” ¢é
endémica da Caatinga nordestina. Esta espécie possui a peculiaridade de adicionar terra ou barro a sua respectiva
prépolis, formando geoprdpolis. Este estudo objetivou caracterizar um extrato hidroalcéolico de geoprépolis
(EHG) de jandaira, através de prospecgio fitoquimica e da determinagdo do teor de compostos fendlicos totais.
Além disso, determinou-se seu potencial enquanto agente anti-radicalar e antibacteriano, pela capacidade
sequestrante do radical DPPH e pelo método de difusdo em &gar, respectivamente. A toxicidade in vitro contra o
microcrustaceo Artemia salina também foi investigada. O EHG mostrou alto teor de compostos fenélicos totais
(11,29% p/p) e potencial atividade anti-radicalar (ICsy = 0,084 mg/mL). A fitoquimica revelou presenca de
taninos hidrolisaveis, flavonoides das classes das flavonas e flavondis, xantonas e triterpenos pentaciclicos
livres. Esses compostos bioativos podem ter sido os responsaveis pela atividade antibacteriana, demonstrada
tanto em bactérias gram-positivas, quanto em gram-negativas, principalmente na concentragdo de 100 mg/mL.
Aliado a isso, 0 EHG mostrou-se pouco toxico (CLsg = 1282,61 ug/mL). Esses comportamentos abrem
perspectivas para futuros estudos da geoprépolis produzida pela abelha jandaira, um produto nordestino com
potencial beneficio para a salde, dada a presenga de compostos bioativos em sua composi¢ao.

Palavras-Chave: atividades bioldgicas; geopropolis; Melipona subnitida.

ABSTRACT - In Brazil, the bee’s specie Melipona subnitida, popularly known as "jandaira" is endemic to
northeastern Caatinga. This species has the peculiarity of add soil or clay in their respective propolis, forming
geopropolis. This study aimed to characterize a geopropolis hydroalcoholic extract (GHE) of jandaira through
phytochemical screening and determination of total phenolic compounds. Furthermore, it was determined its
potential as antibacterial and anti-free radical agent, respectively through of: sequestering capacity of the radical
DPPH and agar diffusion method. The in vitro toxicity against Artemia salina was also investigated. The GHE
exhibited high content of total phenolic compounds (11.29% w/w) and potential anti-radical activity (ICs, =
0.084 mg/mL). Phytochemical screening revealed the presence of hydrolysable tannins, flavonoids like flavonols
and flavones, xanthones and free pentacyclic triterpenes. These bioactive compounds may have been responsible
for the antibacterial activity, as demonstrated in both gram-positive and gram-negative bacterias, mainly in the
concentration of 100 mg/mL. Allied to this, the GHE showed little toxicity (LCsy = 1282.61 g/mL). These
characteristics create perspectives for future studies of geopropolis produced by jandaira’s bee, a northeastern
product with potential health benefit, given the presence of bioactive compounds in its composition.
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INTRODUCAO

A palavra prépolis é derivada do grego e significa
em defesa da comunidade (pro-, em defesa, e polis,
cidade ou comunidade) (Miguel & Antunes, 2011).
As abelhas usam a prépolis na protecdo contra
insetos e micro-organismos, na mumificacdo de
invasores, no reparo de danos a colmeia e no
preparo de locais assépticos para postura da abelha
rainha (Bankova, 2005).

A composicdo quimica da prépolis é varidvel e
inclui em sua maior parte, flavonéides e outros
ésteres fendlicos e seus derivados, compostos
aromaticos, minerais e vitaminas (Cardinault et al.,
2012). Uma série de propriedades terapéuticas tém
sido atribuidas a este produto apicola, tais como
antimicrobiana, anti-inflamatéria e até mesmo
antiacida; com usos evidenciados pelas tradi¢cdes
populares (Sforcin & Bankova, 2011). Dentre as
muitas atividades farmacoldgicas atribuidas a
prépolis, algumas tém sido relatadas e confirmadas
cientificamente, tais como: anti-inflamatoria,
antioxidante, antitumoral, antiparasitaria,
cicatrizante e antimicrobiana (Sawaya et al., 2011;
Fabris et al., 2013).

A propolis quando elaborada por abelhas nativas
(especialmente as da tribo Meliponini) ¢é
denominada de geopropolis, que difere daquela
produzida pelas abelhas nativas da tribo Trigonini e
pelas abelhas do género Apis por utilizarem terra
e/ou barro, além de resinas de plantas e cera
(Sawaya et al., 2011). Na regido do semiérido, a
abelha nativa jandaira (Melipona subnitida Ducke)
é¢ um dos meliponineos tipicos (Nogueira-Neto,
1997). A geopropolis, igualmente & propolis, ¢é
amplamente utilizada para tratamento de diferentes
doencas (Souza et al., 2009), com algumas
atividades biologicas ja comprovadas (Liberio et
al., 2011; Franchin et al., 2012; Cunha et al., 2013).
Entretanto, em relacdo a geopropolis de abelhas
jandaira (Melipona subnitida), estudos
sistematizadas sobre sua composi¢cdo quimica e
atividades farmacolégicas sdo escassos.

Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi
caracterizar a geoprépolis de jandaira — proveniente
do semiérido nordestino — através de prospeccdo
fitoquimica e determinacdo do teor de compostos
fendlicos totais bem como avaliar as atividades
anti-radicalar e antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenes,
Salmonella Typhimurium e Escherichia coli. Em
adicdo, a toxicidade contra Artemia salina foi
avaliada.

135

MATERIAL E METODOS

Uma amostra de geoprépolis (386g) de abelha
jandaira (Melipona subnitida) foi obtida na
comunidade de Pedra Branca, zona rural do
municipio de Mossor6/RN (Latitude 05°11°15” Sul
e Longitude 37°20°39” Oeste, altitude 16 metros).
Em seguida, a amostra foi triturada em
liquidificador e macerada a frio em alcool etilico
70% na proporg¢do de 3:7 (m/v), por sete dias (sob
abrigo da luz). No oitavo dia, filtrou-se o
sobrenadante e o0 extrato obtido foi levado a
geladeira por 24 h e posteriormente ao freezer por
30 minutos, para separagdo da cera. Através da
técnica de concentracdo sob pressdo reduzida
removeu-se 0 solvente do extrato (rotaevaporador
Fisatom, modelo 801), obtendo-se assim o extrato
hidroalcéolico de geopropolis (EHG). O
rendimento da extracdo, assim como a porcentagem
de cera, foram calculadas em relacdo a massa
inicial de geopropolis e expressos em porcentagem.

O EHG de jandaira foi submetido a prospeccdo
fitoquimica preliminar para deteccdo das principais
classes de metabodlitos secundérios atraves de
reagdes quimicas que resultam no desenvolvimento
de coloragdo e/ou precipitado, caracteristico para
cada classe de substancias. Dessa forma, usou-se:
A) cloreto férrico para fendis simples e taninos; B)
teste de acidulacéo e alcalinizagdo para deteccéo de
antocianinas, antocianidinas e flavondides; C) teste
de acidulacdo e alcalinizagdo com aquecimento
para teste de acidulagdo e alcalinizagdo para
deteccdo de antocianinas, antocianidinas e
flavondides; leucoantocianidinas, catequinas e
flavonas; D) reagente de Lieberman-Burchard para
esterdides e triterpenoides; E) formagdo de espuma
persistente pela agitacdo, para saponinas. O grau de
presenca do grupo funcional no extrato foi
estabelecido como forte (+++), médio (++), fraco
(+) e ausente (-) de acordo com a intensidade de
coloracdo/outra reacdo visualizada (Matos, 2009).

Em seguida, determinou-se a concentracdo de
compostos fendlicos no EHG pelo método
colorimétrico utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau com modifica¢des (SCALBERT et al.,
1989). O é&cido gélico (0; 30; 60; 75; 90; 105; 120
mg/L) foi usado para construcdo da curva de
calibracdo. 2 mL do reagente de Folin-Ciocalteau
(diluido em agua 1:10 v/v) foi misturado com 1,6
mL de solucdo de carbonato de sédio (75 g/L) e
entdo 0,4 mL das solugdes do acido galico ou do
EHG (0,1 mg/mL em metanol) foi adicionado.
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Apds 2h de incubagdo, mediu-se a absorbéncia a
765 nm, utilizando cubetas de vidro, tendo como
branco metanol e todos os reagentes, exceto a
amostra. As andlises foram feitas em triplicata e o
resultado foi expresso como teor de compostos
fendlicos totais equivalentes ao &cido galico (GAE).

A atividade anti-radicalar foi avaliada através da
capacidade dos extratos de geoprdpolis em
sequestrar o radical livre 1,1-difenil-2-picrilidrazil
(DPPH) (Sigma-Aldrich), através do método
descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995), com adaptages. Adicionou-se 0,1 mL da
solugdo metandlica de geoprépolis — obtida a partir
do EHG — (concentracfes usadas para a curva: 1
mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,05
mg/mL e 0 mg/mL) a 3,9 mL de uma solucdo de
DPPH 6x10°M e ap6s 60 minutos, a absorbancia
foi medida em espectrofotémetro (Hitachi U-2000)
no comprimento de onda 515nm. O mesmo
procedimento foi realizado com solugdo padréo de
acido ascdrbico nas concentragfes: 0,1 mg/mL,
0,075 mg/mL, 0,050 mg/mL, 0,025 mg/mL e O
mg/mL. As leituras foram realizadas em triplicata e
0 metanol foi utilizado como branco. O resultado
foi primeiramente expresso como curva do DPPH,
concentragBes testadas versus porcentagem de
inibicdo®. Apés obtencéo da equacio da reta (y = ax
+ Db) calculou-se a 1Cg (concentracdo da
amostra/padrdo capaz de inibir em 50% o radical
DPPH), substituindo o y da equacéo por 50.

v e e A Abs. branco - Abs. amostra
log, inibigao = ( ) x 100
Abs. branco

Para avaliacdo da atividade antibacteriana utilizou-
se 0 método de difusdo em agar Mueller Hinton
(AMH) pela técnica de perfuragdo (Ostrosky et al.,
2008) contra as estirpes Enterobacter aerogenes
(ATCC 1304), Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538). As bactérias
foram primeiramente semeadas em 4gar BHI (Brain
Heart Infusion) e suspensas em salina peptonada
para obter turvacdo idéntica a do tubo nimero 0,5
da escala Mac Farland (6 x 10°® micro-
organismos/mL) (Koneman & Cury, 2001). Com
auxilio de swabs esterilizados, a suspensdo foi
inoculada nas placas de AMH, em trés direcdes,
como ja padronizado (Wayne, 2008). Apés a
completa absor¢do do indculo pelo agar, este foi
perfurado com ponteiras de 200uL, estéreis e
invertidas, obtendo-se pogos de 5mm de didmetro.
Aos pocos, foi entdo adicionado 1 gota do AMH
para cobrir o fundo destes e, apos endurecimento do
agar, adicionou-se 40uL das diferentes solugdes do
EHG (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,5625
mg/mL, ao se adicionar alcool etilico 70%). As
placas foram deixadas em repouso até completa
absorcédo do extrato pelo agar e em seguida, foram
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incubadas de forma invertida, a 37°C, por 24 horas.
O experimento foi realizado em triplicata, e a
atividade antimicrobiana foi considerada positiva
guando houve desenvolvimento de halo de inibi¢do
circundando o pogo contendo as diferentes
concentragdes do extrato de geoprépolis. Como
controle positivo empregou-se discos do antibiético
Gentamicina (10ug) e como controle negativo,
40uL de élcool etilico 70%. Os halos foram
medidos com auxilio de um paquimetro e expressos
em milimetros (Wayne, 2008). Posteriormente, as
medidas repetidas foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, ja
os dados ndo paramétricos, foram submetidos pelo
teste de Friedman, considerando significancia de
5%.

Por fim, avaliou-se a toxicidade do EHG da
jandaira através do teste de letalidade contra A.
salina, de acordo com o método proposto por
Meyer et al. (1982), com algumas modificacGes.
Ovos de Artemia salina foram incubados em agua
do mar artificial® a temperatura ambiente por 48
horas. Com a ajuda de uma fonte de luz, as larvas
foram atraidas e coletadas. Solugdes do extrato de
geoprépolis, em diversas concentragdes, foram
preparadas com o EHG mais solvente (metanol),
dimetil sulfoxido (DMSO) e agua do mar. Dez (10)
metanauplios foram transferidos para tubos de
ensaio contendo 5 mL de cada uma das solucdes a
serem testadas. Um grupo controle foi preparado
contendo apenas o solvente e as larvas. Os ensaios
foram realizados em triplicata e a contagem do
namero de larvas mortas foi realizada ap6s 24
horas. Esse nimero foi usado para o calculo da
concentragdo capaz de matar 50% das larvas (CLs)
através do programa estatistico Statplus (2009) pelo
método Probit.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento do EHG de jandaira foi de 7,43% e a
porcentagem de cera, 15,95%. Na abordagem
fitoquimica, o extrato hidroalc6olico da geoprdpolis
de jandaira apresentou-se rico em substancias
fendlicas, tais como: taninos hidrolisdveis ou
pirogalicos e flavonas e xantonas, apresentou ainda
triterpenos  pentaciclicos  livres  (resultados
apresentados na Tabela 1). Estes achados estdo de
acordo com os obtidos por Liberato et al. (2008),
que analisaram amostras de propolis de Apis
mellifera obtidas no estado Ceard e mostraram que
estas eram ricas em triterpendides pentaciclicos
livres. De igual modo, amostras de geopropolis de

a A 4gua do mar artificial é obtida através da
dissolucdo dos seguintes sais em 1L de &gua
destilada: 15,153g de NaCl; 1,398g de MgCl,;
1,888g de MgSO,; 0,652g de CaCl,; 0,414g de
KCI; 0,116g de NaHCO:s.
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tilba (Melipona fasciculata), coletadas no estado
do Maranhdo, mostraram-se ricas em triterpenos e

compostos fendlicos (Cunha et al., 2010).

Tabela 1. Metabdlitos encontrados no extrato hidroalcéolico da geoprépolis (EHG) de Melipona subnitida

através de prospeccao fitoquimica.

Classes de metabolitos

Extrato hidroalcéolico de geoprépolis (EHG)

Fendis simples
Taninos condensados
Taninos hidrolisaveis

+++

Antocianinas e antocianidinas
Flavonas, flavonois e xantonas
Chaconas e auronas

Leucoantocianidinas
Catequinas
Flavononas

Esteroides livres
Triterpendides pentaciclicos livres

Saponinas

Reacdo forte (+++), média (++), fraca (+) e ausente (-).

Através da curva de calibragdo do acido galico (R?
= 0,98) foi possivel determinar o teor de compostos
fendlicos totais da geopropolis de jandaira. A
amostra analisada obteve 11,29 = 0,26% (ou
112,29mg GAE/g do extrato) de fendlicos totais em
sua composi¢do, encontrando-se acima do
parametro minimo preconizado pelo Ministério da
Agricultura, que é 5% (BRASIL, 2001). Além
disso, nosso resultado foi semelhante ou superior
aos ja descritos na literatura para alguns tipos de
prépolis produzida pela abelha Apis mellifera, tais
como: prépolis verde (7,39%) (Funari & Ferro,
2006) e propolis marrom (0,1 e 5,0%) (Bastos et al.,
2011); e ainda para a geoprépolis de Melipona
scutellaris (“urucu”) (12,7%) (Franchin et al.,
2012) e para a geopropolis de jandaira obtida no
estado da Paraiba (6,39%) (Souza et al., 2013).

Em relagdo ao potencial anti-radicalar, a amostra de
geopropolis de jandaira demonstrou 1Cs, = 0,084
mg/mL, revelando-se como um bom antioxidante,
obtendo um valor proximo ao encontrado para o
acido ascorbico (ICsq = 0,049 mg/mL). Em estudos
anteriores, Silva et al. (2012) mostraram que o mel
puro de jandaira exibiu menor atividade anti-
radicalar (contra DPPH) com valores de 1Cs, entre
10,6 e 12,9 mg/mL. J4 o extrato etandlico da
geoproépolis de jandaira obtido no estado da Paraiba
exibiu alta eficiéncia anti-radicalar (contra DPPH)
com ICso 0,027 mg/mL (Souza et al., 2013), quase
0 dobro do que encontramos para o acido ascorbico
(0,049 mg/mL). Esses valores podem ser explicados
pela diferente composicdo dos compostos bioativos
que pode variar de geoprépolis para geoprdpolis.
Os compostos fenolicos, principais constituintes da
prépolis, sdo capazes de interceptar a cadeia de
oxidacdo de radicais livres através da doacdo de
hidrogénio de suas hidroxilas fendlicas, exibindo
assim, atividade sequestradora do radical.
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Através do método de difusdo em agar, a atividade
antibacteriana foi demonstrada qualitativamente. A
medida que a concentragdo do extrato
hidroalcéolico de geopropolis foi aumentada, houve
ampliagdo dos halos de inibicdo, exibindo acéo
concentragdo-dependente. As médias dos diametros
de inibicdo (expressos em mm) das diferentes
concentragdes testadas estdo apresentadas na
Tabela 2. Como esperado, todas as bactérias
demonstraram sensibilidade a Gentamicina 10ug e
0 etanol 70% (controle negativo) mostrou baixa
atividade inibitoéria contra os micro-organismos
testados, sendo E. aerogenes a bactéria menos
susceptivel a amostra de geoprdpolis.

As bactérias gram-negativas E. aerogenes e E. coli
e a bactéria gram-positiva S. aureus tiveram
crescimento inibido a partir do tratamento com 25
mg/mL do EHG, quando comparada ao controle
negativo, alcool 70% (p < 0,05). J& a bactéria gram-
negativa S. typhimurium, teve seu crescimento
inibido somente quando tratada com concentracGes
iguais ou superiores a 50 mg/mL do EHG e
somente a concentracdo de 100 mg/mL formou
halos de inibicdo similares ao da Gentamicina 10
Hg. A maior resisténcia dessa estirpe bacteriana a
amostras de propolis, ja foi reportada por Orsi et al.
(2007). Os resultados de Campos et al. (2011), para
a prépolis da abelha nativa Frieseomelitta varia
foram semelhantes aos do presente estudo, onde um
extrato na concentragdo de 10 mg/mL mostrou halo
de inibicdo de 8 mm contra S. aureus, engquanto
amostras de propolis de Apis mellifera, na
concentragdo de 10 mg/mL, mostraram valores de
halos de inibigdo entre 10 e 15 mm contra essa
mesma bactéria.
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Tabela 2. Halos de inibicdo (mm) obtidos através do método de difusdo em &gar para as diversas concentragdes
testadas do extrato hidroalcéolico da geoprdpolis (EHG) de Melipona subnitida.

Concentragbes do EHG (mg/mL) Controle + Controle
Bactérias — —

Gentamicina Alcool

100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 10ug 70%

16,66+ 14,00+ 1233+ 6,66+ g d d a 5,66

E. aerogenes 1,15 2. 0% 2.31° 0,57 50 5,0 5,0 22,33+2,89 0,578
. 16,33+ 12,66+ 13,66+ o 833+ 6,66+ . . 6,33 +

E. coli 115°  057°  1,15b° 1 231% o572 60 25,67 +2,08 0,57°

S. 1600+ 130+ 833+ 633+ 550+ 533 533+ .0 o 533 +
typhimurium 2,0 2,0° 2,31° 0,57 050°  057° 057° s 0,57°¢
12,66+ 10,33+ 90+ 7,33+ 60+ 566+ . a 520 +

S.aureus  “o'oge Tpgie pgd  psple gl e 200 19332057 0,34°

2T etras diferentes significam diferenca estatistica (p < 0,05).

A atividade antibacteriana est4d relacionada
diretamente a presenca de compostos fendlicos
presentes na amostra de prdpolis, onde uma maior
concentragdo desses compostos, determina uma
maior atividade antibacteriana. A amostra de
geoproépolis de M. subnitida analisada, mostrou alto
teor de compostos fendlicos totais com presenga
marcante de taninos hidrolisaveis, flavonoides das
classes das flavonas e flavonois, e ainda, xantonas.
O mecanismo de ac¢do dos taninos esta relacionado
a capacidade de precipitar proteinas, inibindo
enzimas microbianas (Scalbert, 1991). Ja a
atividade antibacteriana dos flavonbides parece

nucléicos, inibicdo da funcdo da membrana
citoplasmatica ou ainda, a inibi¢do do metabolismo
energético das bactérias (Cushnie & Lamb, 2005).

Sabe-se que a atividade antibacteriana de varios
tipos de prépolis contra bacilos gram-negativos é
limitada (Gonsales et al., 2006). Apesar disso, 0
EHG de jandaira testado foi capaz de formar halos
de inibicdo tanto no crescimento de bactérias gram-
negativas, como de gram-positivas. Todavia, as
concentragdes que mostraram inibicdo estavam
muito acima de 0,1mg/mL (valor considerado
minimo para atribuicdo de atividade antibacteriana
a um determinado extrato), considerando assim que
0 EHG mostrou baixos efeitos inibitorios contra as
estirpes testadas. Apesar de no inicio as ceras terem
sido retiradas do extrato hidroalcdolico, o processo
utilizado ndo é capaz de retira-las em sua
totalidade, ficando sempre algum residuo. A
presenca de ceras residuais pode ter resultado em
uma diminuicdo na difusdo do EHG e para o estudo
da atividade antibacteriana desse extrato, um
método como o de microdiluicdo para determinacao
da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e da
Concentracdo Bactericida Minima (MBC) teria sido
mais apropriado, pois eliminaria os interferentes da
difusdo.
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A andlise dos resultados do teste de letalidade
contra Artemia salina foi realizada através da
relacdo entre a dose letal média, CLs,
considerando-se citotoxico valores de Clsy <
1000pg/mL, que indicam potencial atividade
antitumoral (Mclaughlin et al., 1993). O extrato
etandlico da geoproépolis de jandaira apresentou
valor médio da ClLsy, de 1282,61ug/mL,
demonstrando auséncia de toxicidade. Além da
atividade antitumoral, a toxicidade contra A. salina
mostra boa correlagdo com as atividades inseticida
(Meyer et al., 1982) e anti-Tripanossoma cruzi
(Alves et al., 2000). Por outro lado, uma baixa
toxicidade ou ainda, auséncia desta, pode ser
considerada uma propriedade importante no uso de
extratos vegetais em ambientes naturais. Estudos de
toxicidade contra A. salina com prépolis de
meliponineos mostraram que algumas amostras ndo
foram citotoxicas e outras, principalmente aquelas
ricas em diterpenos, foram téxicas contra o
microcrustaceo (Velikova et al., 2000; Sawaya et
al., 2011).

CONCLUSAO

A prospeccdo fitoquimica revelou presenca de
taninos hidroliséveis, flavondides das classes das
flavonas e flavondis, xantonas e triterpenos
pentaciclicos livres. Como ensaio preliminar, a
abordagem fitoquimica tem se mostrado Util, no
entanto, investigacBes acerca da elucidacdo dos
compostos majoritarios da geopropolis de jandaira,
através de  técnicas  cromatograficas e
espectrofotométricas, sdo necessarias. O EHG
mostrou alto teor de compostos fendlicos totais e
potencial atividade anti-radicalar. A atividade
antibacteriana foi demonstrada tanto em bactérias
gram-positivas, quanto em gram-negativas, apesar
das concentracGes capazes de formar halos de
inibicdo serem bastante superiores a do controle
positivo usado, Gentamicina 10 pg. Devido a
provavel presenca de residuos de ceras, a avaliagao
da atividade antibacteriana do EHG seria mais
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apropriada através de um método de microdiluicdo,
que retira o interferente da difusdo. No ensaio de
toxicidade contra Artemia salina, o EHG mostrou-
se pouco tdéxico. Apesar da baixa atividade
antibacteriana, este estudo abre perspectivas para
futuros estudos de geopropolis de jandaira, um
produto nordestino com potencial beneficio para a
salde publica, dada a presenca de compostos
bioativos em sua composig&o.
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