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RESUMO

Os produtos naturais desempenham papel essencial no desenvolvimento cientifico,
fornecendo compostos bioativos com potencial aplicagdo em saude e biotecnologia.
Este estudo investigou a composi¢gdo quimica e a atividade biolégica dos extratos
etandlicos de propolis (EEP) de Frieseomelitta varia, uma abelha sem ferrdo pouco
estudada. As amostras foram coletadas em Vigosa, Minas Gerais, e extraidas por
maceragdao com etanol P.A., devido a sua eficiéncia na extragdo de compostos
bioativos, seguindo protocolo padronizado. Para ampliar o conhecimento sobre a
bioatividade desta prépolis, foram quantificados os compostos fendlicos totais e
flavonoides totais, avaliadas a capacidade antioxidante por diferentes métodos
(DPPH, ABTS, FRAP e ORAC) e investigadas a atividade antimicrobiana in vitro e in
vivo, bem como a toxicidade in vivo utilizando Galleria mellonella como modelo
experimental. A quantificacdo de fendlicos totais, pelo método de Folin-Ciocalteu,
variou entre 21,57 + 2,2 e 25,65 £ 1,21 mg GAE/g de extrato, ligeiramente superior a
valores previamente reportados para a espécie, enquanto o teor de flavonoides totais
foi de 0,1314 £ 0,069 mg EQ/g. A analise quimica revelou que os extratos sao ricos
em terpenoides, destacando-se acido corosolico, acido desidroabiético e acido
betulinico. A atividade antioxidante foi expressiva: DPPH variou de 21,69 = 0,46 a
30,72 + 0,74 ymol TEAC/g; ABTS, de 162,02 + 5,74 a 237,58 + 1,81 umol TEAC/g;
FRAP, de 52,47 + 2,42 a 54,65 £ 4,62 pmol FeSO,/g; e ORAC, de 1,287 + 0,65 a 2,276
+ 0,50 pmol TEAC/mg, evidenciando o potencial antioxidante. A atividade
antimicrobiana in vitro foi observada contra Bacillus cereus, com CIM entre 500 e 1000
Mg/mL, ndo havendo efeito sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa ou Candida albicans. A avaliacédo de
toxicidade in vivo em G. mellonella, com dose de 1600 mg/kg, ndo apresentou
diferencas significativas na sobrevivéncia ou no indice de saude em relacédo ao
controle, indicando baixa toxicidade dos EEP. Entretanto, a propolis ndo demonstrou
atividade antimicrobiana in vivo, ndo impedindo a mortalidade das larvas infectadas
por B. cereus. A escassez de estudos sobre a propolis de F. varia dificulta
comparagdes com a literatura, reforcando a relevancia desta pesquisa para ampliar o
conhecimento sobre a composicdo quimica, potencial antioxidante e atividade
bioldgica desta espécie de abelha sem ferrao.

Palavras-chave: abelha sem ferrdo; abelha marmelada, atividade antioxidante;
atividade antimicrobiana; compostos fendlicos; meliponineos; produtos naturais.



ABSTRACT

Natural products play an essential role in scientific development, providing bioactive
compounds with potential applications in health and biotechnology. This study
investigated the chemical composition and biological activity of ethanol extracts of
propolis (EEP) from Frieseomelitta varia, a little-studied stingless bee. Samples were
collected in Vigosa, Minas Gerais, and extracted by maceration with analytical grade
ethanol due to its efficiency in extracting bioactive compounds, following a
standardized protocol. To broaden the understanding of the bioactivity of this propolis,
total phenolic and flavonoid contents were quantified, antioxidant capacity was
evaluated using different methods (DPPH, ABTS, FRAP, and ORAC), and antimicrobial
activity was investigated both in vitro and in vivo, along with in vivo toxicity assessment
using Galleria mellonella as an experimental model. Total phenolic content, determined
by the Folin—Ciocalteu method, ranged from 21.57 + 2.2 to 25.65 £ 1.21 mg GAE/g of
extract, slightly higher than previously reported values for this species, while total
flavonoid content was 0.1314 £ 0.069 mg QE/g. Chemical analysis revealed that the
extracts are rich in terpenoids, particularly corosolic acid, dehydroabietic acid, and
betulinic acid. Antioxidant activity was significant: DPPH ranged from 21.69 + 0.46 to
30.72 £ 0.74 ymol TEAC/g; ABTS from 162.02 £ 5.74 to 237.58 £ 1.81 ymol TEAC/g;
FRAP from 52.47 + 2.42 to 54.65 + 4.62 pmol FeSO,/g; and ORAC from 1.287 + 0.65
to 2.276 + 0.50 ymol TEAC/mg, demonstrating notable antioxidant potential. In vitro
antimicrobial activity was observed against Bacillus cereus, with MIC values between
500 and 1000 ug/mL, showing no effect on Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, or Candida albicans. In vivo
toxicity assessment in G. mellonella at a dose of 1600 mg/kg showed no significant
differences in survival or health index compared to the control, indicating low EEP
toxicity. However, the propolis did not exhibit in vivo antimicrobial activity, failing to
prevent mortality in larvae infected with B. cereus. The scarcity of studies on F. varia
propolis limits comparisons with the literature, highlighting the relevance of this
research in expanding knowledge on the chemical composition, antioxidant potential,
and biological activity of this stingless bee species.

Keywords: stingless bee; Frieseomelitta varia; antioxidant activity; antimicrobial
activity; phenolic compounds; Meliponini; natural products.
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1 INTRODUGAO

As abelhas desempenham um papel crucial como polinizadoras na reprodug¢ao
da maioria das angiospermas, sendo fundamentais para a manutencdo da
biodiversidade e o equilibrio dos ecossistemas. Globalmente, estima-se que existam
mais de 20 mil espécies de abelhas. No Brasil, destacam-se as abelhas sociais, que
incluem as abelhas domésticas (Apis mellifera L.), introduzidas pelos colonizadores,
e as abelhas sem ferrdo do grupo Meliponini, também conhecidas como abelhas
nativas ou meliponas. Essas ultimas sao altamente valorizadas ndo apenas por sua
eficiéncia na polinizagdo, mas também pela producdo de mel de alta qualidade e
outros subprodutos de interesse comercial (Domingos; Nobrega; Silva, 2016, Bendini
et al. 2020).

A criagao racional de abelhas sem ferrdo, conhecida como meliponicultura,
oferece diversos beneficios econdmicos e ambientais. Além de garantir a polinizagao
de espécies vegetais nativas, essa pratica permite a obtencdo de produtos como mel,
polen, cera e propolis (Santos et al. 2021). Dentre esses, a propolis se destaca por
sua composicdo complexa, formada por substancias resinosas coletadas pelas
abelhas de brotos, flores e ramos de plantas. Na colmeia, a prépolis é utilizada para
vedar frestas e proteger contra agentes externos, mas suas propriedades bioldgicas
tém despertado crescente interesse cientifico, incluindo atividades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatodrias e até mesmo antitumorais (Pereira et al. 2015).
Esse interesse tem sido amplificado pelo aumento da resisténcia antimicrobiana
(RAM) associada ao uso indiscriminado de antibiéticos, o que impulsiona a busca por
alternativas naturais e a identificagdo de novos agentes antimicrobianos (Ostrosky et
al. 2008).

Apesar do potencial da propolis, sua exploragdo na meliponicultura ainda €
limitada, principalmente devido a escassez de informagdes sobre sua qualidade e a
falta de técnicas adequadas de coleta (Pereira et al. 2015). No entanto, algumas
espécies, como Frieseomelitta varia, popularmente conhecida como abelha
marmelada, espécie relevante para a meliponicultura brasileira, por ser um polinizador
essencial em ecossistemas naturais e agricolas na regidao Neotropical, demonstram

grande potencial na produgdo de propolis, embora ainda sejam pouco estudadas.
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Essa espécie apresenta ampla distribuicdo geografica, abrangendo diversos estados
brasileiros, o que reforga sua importancia para pesquisas futuras (Gongalves, 2010).

Para explorar o potencial bioldgico da prépolis de F. varia, este estudo realizou
a determinagdo da composi¢cado quimica e de atividades biologicas in vitro e in vivo,
como atividade antioxidante, antimicrobiana e toxicidade. A analise quimica foi
realizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS),
permitindo a identificacdo dos compostos presentes nos extratos etandlicos de
prépolis (EEP), além de ensaios para quantificacdo de fendlicos totais e flavonoides
totais. Paralelamente, a atividade biolégica foi avaliada por meio de testes
antioxidantes (DPPH, ABTS, FRAP e ORAC) e ensaios antimicrobianos contra
diferentes microrganismos patogénicos.

Além das analises in vitro das propriedades bioldgicas da propolis, o uso de
metodologias in vivo tem se mostrado uma abordagem promissora. Entre os modelos
alternativos disponiveis, as larvas de Galleria mellonella (traga-da-cera) vém sendo
amplamente utilizadas para investigagdes de infec¢gdes microbianas e avaliagado da
eficacia de compostos antimicrobianos. Esse modelo se destaca por sua praticidade,
baixo custo de manutengao e auséncia de restricdes éticas relacionadas ao uso de
invertebrados em pesquisas cientificas (lwanczuk, 2016). Sua aplicabilidade inclui
diferentes formas de inoculacdo e permite simulacdes realistas de infecgdes,
tornando-se uma ferramenta valiosa para ampliar o conhecimento sobre a atividade
biolégica de compostos naturais, como a propolis produzida por abelhas sem ferréo.
Neste estudo, as larvas foram expostas aos extratos para analise da toxicidade e
atividade antimicrobiana, considerando parametros como taxa de sobrevivéncia,

melanizagao, atividade locomotora e formagao de casulos.
1.1 OBJETIVOS
Diante deste contexto, o presente trabalho tem como foco a espécie F. varia,

amplamente distribuida no territério brasileiro, porém ainda pouco explorada em

relagdo a composicao e aplicagdes de sua propolis.
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Assim, objetivou-se:

1.1.1 Objetivo geral

Determinar a composi¢ao quimica e avaliar o potencial de atividades bioldgicas

de extratos etandlicos de propolis produzidos por F. varia.

1.1.2 Objetivos especificos

a) determinar a composicdo quimica dos extratos etandlicos de prépolis de
F. varia por meio de técnicas cromatograficas;

b) quantificar o teor de fendlicos totais e flavonoides totais presentes na
propolis;

c) avaliar a atividade antioxidante dos extratos etandlicos de proépolis
utilizando métodos espectrométricos;

d) investigar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos contra diferentes
microrganismos;

e) avaliar a toxicidade e a atividade antimicrobiana in vivo dos extratos

etandlicos de prépolis.

Este trabalho esta estruturado da seguinte forma: na Segdo 2, sera
apresentada uma revisao de literatura, abordando desde aspectos da biodiversidade
e o impacto das abelhas na natureza até a importancia de produtos naturais como a
propolis produzida por abelhas nativas. Também serdo discutidas sua composi¢cao
quimica e as atividades bioldgicas evidenciadas em estudos in vitro e in vivo, incluindo
o modelo alternativo G. mellonella. A Secéao 3 descreve a metodologia utilizada para
investigar a composi¢cao quimica e a atividade bioldgica dos extratos etandlicos de
prépolis (EEP) de F. varia. Por fim, a Sec¢ao 4 apresenta os resultados obtidos, suas

analises e discussodes, destacando as contribuicbes do estudo para a area.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIODIVERSIDADE E A IMPORTANCIA DAS ABELHAS

Evidéncias arqueoldgicas indicam que o Homo sapiens surgiu na Africa ha
aproximadamente 200 mil anos, enquanto a agricultura, resultado do aprimoramento
de ferramentas e técnicas alimentares, teve inicio apenas no periodo Neolitico, cerca
de 10 mil anos atras. Durante essa fase, culturas como o trigo eram utilizadas na
producao de paes, e a videira e a cevada, na fabricacao de vinho e cerveja, conforme
apontado por Bertolini et al. (2023).

O surgimento das angiospermas, ha cerca de 135 milhdes de anos, estabeleceu
uma relagdo coevolutiva com os insetos polinizadores, gerando uma dependéncia
mutua que favoreceu a diversidade dessas espécies (Bertolini et al. 2023). As abelhas
originaram-se na antiga Gondwana ocidental (Africa e América do Sul) ha cerca de
120 milhées de anos, ainda no Cretaceo, essa origem coincide com a diversificagao
inicial das angiospermas, evidenciando uma coevolugdo intima entre abelhas e
plantas floriferas (Almeida et al. 2023)

Entre os principais polinizadores, destacam-se os Hymenoptera, popularmente
conhecidos como abelhas, marimbondos, mamangavas, vespas, formigas e outros,
que incluem as abelhas sem ferrdo, do grupo Meliponini. De acordo com Pedro (2014),
esse grupo, amplamente distribuido em regides tropicais e de origem antiga, é de
grande relevancia socioecondmica, atuando como polinizador essencial de diversas
plantas cultivadas.

Atualmente, mais de 20.000 espécies de abelhas ja foram descritas globalmente
(Almeida et al. 2023). As abelhas selvagens desempenham um papel crucial na
polinizacdo, contribuindo diretamente para a formacao de sementes e a producéo de
frutos em diversas culturas agricolas, como demonstrado por Tanda (2021). Além de
sua importancia na agricultura, as abelhas tém um valor ecoldgico e econémico
significativo. De Paula Freitas et al. (2020), destacam que a relagdo milenar dessas
especies com os seres humanos € particularmente notavel entre as abelhas altamente
eussociais, como as Apini e Meliponini, que fornecem produtos como mel, pdlen, cera

e proépolis.
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Embora a A. mellifera tenha sido reconhecida como a principal polinizadora
historicamente, as abelhas sem ferrdao sempre desempenharam um papel
fundamental em diversas civilizagbes, com grande importancia sociocultural (Silva;
Paz, 2012; Tanda, 2021). Dependendo dos recursos florais, essas abelhas
desenvolveram adaptagcbes para localiza-los e coleta-los, promovendo, assim, a
polinizacédo de forma involuntaria. Silva e Paz (2012) ressaltam que esse processo é
um servigo ecologico essencial para a preservagao dos ecossistemas, além de fazer
das abelhas bioindicadoras da qualidade ambiental.

A importancia ecoldgica das abelhas sem ferrdo € indiscutivel, pois elas atuam
como polinizadoras naturais de plantas nativas em diversos biomas (Lavinas et al.
2019). Nos ecossistemas florestais, Al-Hatamleh et al. (2020) destacam o impacto
direto dessas abelhas na comunidade, diversidade e evolugdo das plantas. Na
agricultura, sdo responsaveis por polinizar aproximadamente 70% das culturas
essenciais para a alimentagdo humana globalmente. Além disso, contribuem para a
preservagao da biodiversidade, fertilizando diversas espécies vegetais. Nos tropicos,
as abelhas sem ferrao polinizam entre 40% e 90% das espécies nativas ou cultivadas
(Popova; Trusheva; Bankova, 2021).

As abelhas nativas sem ferrao desempenham um papel ainda mais significativo,
sendo responsaveis por até 90% da polinizagdo das flores de arvores nativas,
conforme Popova, Trusheva e Bankova (2021). Esses organismos sao cruciais ndo
apenas no contexto socioeconbmico, mas também na manutencdo de servigos
ecossistémicos, atuando como fonte de alimento para vertebrados e invertebrados,
decompositores, recicladores de nutrientes e dispersores de sementes e pélen (Pedro,
2014).

A relevancia dos meliponineos vai além dos beneficios econdmicos,
desempenhando um papel fundamental na recuperacao de florestas tropicais e na
conservacao de areas remanescentes (Silva; Paz, 2012). Eles influenciam
diretamente processos ecoldgicos essenciais, sublinhando a urgéncia de medidas de
sensibilizagdo, como a educagao ambiental em escolas e organizagdes. De acordo
com Silva e Paz (2012), o servigo ecoldgico prestado por essas abelhas é vital para a
preservacgao da diversidade vegetal e, indiretamente, da fauna que dela depende.
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No entanto, as populagbes de abelhas sem ferrdo sao altamente vulneraveis a
perturbagdes ambientais. Algumas espécies sdo encontradas principalmente em
areas preservadas, como florestas primarias, tornando-as suscetiveis ao
desmatamento e a outras a¢gdes humanas, como queimadas e perda de habitat. 1sso
coloca os meliponineos em risco, podendo levar a extingdo de espécies vegetais
nativas essenciais e ao desequilibrio de diversos habitats (Silva; Paz, 2012).

Compreender a biodiversidade das abelhas, que desempenham um papel
crucial na manutengao dos ecossistemas naturais por meio de interagcdes com suas
plantas hospedeiras, € essencial para 0 manejo desses ambientes. Régo e
Albuquerque (2012) enfatizam que sua funcdo como polinizadores eficientes de
plantas nativas e cultivadas reforga a necessidade de politicas publicas voltadas para
sua preservagao e manejo. Além de serem componentes vitais da biodiversidade, as
abelhas sao aliadas indispensaveis na produgdo de alimentos. A diminuicdo dos
polinizadores pode resultar diretamente na queda da produgéo de diversas culturas,
evidenciando o papel significativo das espécies selvagens na polinizacdo da maioria
delas (Tanda, 2021).

Portanto, a conservagao das abelhas, especialmente as sem ferrdo, que sao
espécies nativas no Brasil, € fundamental ndo apenas para a manutencdo da
biodiversidade, mas também para a sustentabilidade dos ecossistemas e da produgao

agricola global.

2.1.1 Diversidade e importancia taxonémica das abelhas

Os insetos constituem o subfilo Hexapoda e representam o grupo mais diverso
entre 0s organismos vivos, englobando aproximadamente 60% das espécies
atualmente descritas, como indicado por Pedro (2014). Dentro dessa enorme
diversidade, as abelhas se inserem entre os artropodes e compartilham caracteristicas
morfoldgicas e fisiolégicas com outros representantes desse filo, incluindo aranhas,
crustaceos e miriapodes. Além das abelhas, espécies amplamente presentes no
cotidiano humano, como baratas, pulgas e gafanhotos, também fazem parte desse
conjunto taxonémico, conforme discutido por Bertolini et al. (2023).

No contexto da classe Insecta, a ordem Hymenoptera destaca-se por sua
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expressiva diversidade. Esse grupo reune organismos com ampla variagao de habitos
e comportamentos, sendo reconhecido pela complexidade social observada em
vespas, formigas e, sobretudo, nas abelhas, consideradas importantes agentes
polinizadores, segundo Portal e Cordova (2023).

As abelhas integram a superfamilia Apoidea, que reune diversas familias, entre
elas a Apidae. Dentro dessa familia, encontram-se grupos com organizagao social
mais complexa, distribuidos atualmente na subfamilia Apinae. Essa subfamilia reune
tanto espécies sociais quanto solitarias e € dividida em quatro tribos principais: Apini,
que inclui as espécies do género Apis; Meliponini, composta pelas abelhas sem ferrao;
Bombini, correspondente aos zangdes; e Euglossini, que abrange as abelhas
conhecidas como euglossineas ou abelhas-das-orquideas, conforme discutido por
Portal e Cordova (2023).

De forma mais ampla, as abelhas estdo distribuidas globalmente em sete
familias dentro da superfamilia Apoidea, sendo a Apidae uma das mais
representativas devido a diversidade de comportamentos sociais e ecoldgicos
encontrados em seus grupos. A organizagao interna da subfamilia Apinae, estruturada
nas tribos Apini, Meliponini, Bombini e Euglossini, reflete essa diversidade e destaca

a relevancia evolutiva desses taxons (Figura 1).
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Figura 1 — Diagrama de classificagao taxondmica dos principais grupos de

abelhas
REINO: Animalia
FILO: Arthropoda
SUBFILO: Hexapoda
CLASSE: Insecta
ORDEM: Hymenoptera
SUPER-FAMILIA: Apoidea
FAMILIA: Apidae
SUBFAMiI!IA: Apinae
TRIBO: TRIBO: TRIBO: TRIBO:
Apini Euglossini Bombini Meliponini
1
| |
GENERO: GENERO: GENERO: GENERO:
Apis Melipona Frieseomelitta Scaptotrigona e outros
ESPECIE: ESPECIE: ESPECIE: ESPECIE:
Apis mellifera Euglossa mixta (Friese) Bombus pensylvanicus Frieseomelitta varia

Fonte: Adaptado de Atlas Nacional de Las Abejas de México, s. d.

Segundo De Paula Freitas et al. (2020), a tribo Apini abrange as abelhas
altamente eussociais, como as do género Apis (abelhas meliferas), que incluem
menos de uma duzia de espécies. A tribo Meliponini, conhecida pelas abelhas sem
ferrdo, € composta por mais de 500 espécies distribuidas em 48 a 61 géneros, como
Melipona, Trigona, Frieseomelitta, Scaptotrigona e Tetragonisca. Essas abelhas séo
polinizadoras generalistas, visitando uma grande variedade de plantas ao longo do
ano, o que as torna fundamentais para a polinizacdo de diversas culturas, incluindo
aquelas de alto valor econémico e até mesmo cultivos em estufas (Silva; Paz, 2012).

A tribo Bombini inclui abelhas primitivamente eussociais, como os zangdes
(Bombus), enquanto a Euglossini abrange as abelhas das orquideas, que variam de
solitarias a incipientemente sociais. Bertolini et al. (2023) destacam que todas as
abelhas compartilham caracteristicas morfolégicas comuns, como a divisdo do corpo
em cabeca, térax e abdébmen, um par de antenas, trés pares de pernas, dois pares de

asas e um exoesqueleto (Figura 2).
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Figura 2 — Anatomia geral de uma abelha

ANATOMIA DAS ABELHAS

CABECA Téllex ABDCI)MEN

I 1T 17 1

cérebro

antena

saco de veneno

glandulas ceriferas

lingua ou glossa pernas °
CEx

Fonte: Cursos CPT (2025).

A sociabilidade das abelhas, especialmente nas tribos Apini e Meliponini,
constitui uma vantagem significativa em relagdo a outros polinizadores, pois o
forrageamento é realizado por varios individuos de uma mesma col6nia, aumentando
a eficiéncia na coleta de recursos (Silva; Paz, 2012). Além do papel ecoldgico
fundamental na polinizagdo, Silva e Paz (2012) destacam que as abelhas produzem
itens de elevado valor econdmico, como mel, pdlen, propolis e geopropolis,
favorecendo sua criagdo racional e manejo. Esses insetos também desenvolveram
caracteristicas comportamentais importantes, como a capacidade de distinguir cores
e aromas, que auxiliam na busca por néctar e pélen, suas principais fontes de
alimento. Tais adaptagdes beneficiam igualmente as plantas, uma vez que, durante o
forrageamento, as abelhas transferem o pdélen da antera de uma flor ao estigma de
outra, promovendo a polinizagédo (Portal; Cordova, 2023).

Embora os produtos das abelhas A. mellifera (abelhas meliferas) tenham sido
amplamente estudados e suas propriedades biolégicas e medicinais sejam bem

documentadas, os beneficios dos produtos das abelhas sem ferrdo ainda sdo menos
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explorados (Al-Hatamleh et al. 2020). Essa lacuna na pesquisa sugere que seu
potencial ainda nao foi totalmente aproveitado, indicando a necessidade de mais

estudos para compreender e valorizar os produtos dessas abelhas.

2.1.2 Abelhas sem ferrao: diversidade e papel ecolégico

A abelha africanizada (Apis mellifera L.), resultado do cruzamento entre
linhagens europeias e africanas, é a espécie mais amplamente reconhecida no Brasil,
destacando-se tanto pela capacidade de produzir mel quanto pela ferroada dolorosa.
As linhagens europeias foram introduzidas no pais em 1839, enquanto as africanas
chegaram em 1956. Apesar de sua notoriedade, A. mellifera representa apenas uma
entre mais de 2.500 espécies de abelhas registradas no Brasil, das quais cerca de
10% apresentam comportamento social e uma parcela ainda menor esta associada a
producao de mel (Nogueira et al. 2023).

Entre as abelhas sociais, 0 grupo de maior diversidade € o dos meliponineos
(familia Apidae, tribo Meliponini), com mais de 250 espécies descritas no territério
brasileiro (Catalogo de Abelhas Moure). Em escala global, estima-se que existam
cerca de 20.555 espécies de abelhas, distribuidas em sete familias; entretanto,
apenas cinco dessas familias ocorrem naturalmente no Brasil (Nogueira et al. 2023).
Os meliponineos, popularmente conhecidos como abelhas sem ferrdo, também
chamadas de abelhas nativas, indigenas ou sociais, constituem o maior grupo de
abelhas eussociais do mundo, com mais de 600 espécies reconhecidas. Essas
abelhas, organizadas em 61 géneros, ocorrem predominantemente em regides
tropicais e subtropicais, abrangendo a América Latina, América Central, parte
meridional da América do Norte, além de areas da Africa, sudeste asiatico, Australia e
Oceania (Bertolini et al. 2023; Lavinas et al. 2019; Souza et al. 2021; Popova;
Trusheva; Bankova, 2021).

Os meliponineos, amplamente conhecidos como abelhas sem ferrdo (ASF) ou
abelhas indigenas, recebem essa denominagao devido ao registro histérico de manejo
por povos originarios. O Brasil abriga a maior diversidade mundial dessas abelhas,
com espécies distribuidas por todo o territério nacional, especialmente na regido

Amazoénica. A predominancia de clima quente, aliada a grande disponibilidade de
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plantas fornecedoras de néctar, pdlen e resinas, cria condi¢des ambientais
particularmente favoraveis ao desenvolvimento dessas espécies (Portal; Cordova,
2023). Arelagéo entre os povos indigenas e os meliponineos é tradicional e profunda,
envolvendo praticas de manejo, coleta e uso dos produtos da coldnia.

Segundo Al-Hatamleh et al. (2020), as espécies mais comuns produtoras de
mel entre as abelhas sem ferrdo pertencem aos géneros Melipona e Trigona, embora
outros géneros como Plebeia, Scaptotrigona e Trigonisca também apresentem
numero expressivo de espécies (Lavinas et al. 2019). Todas essas abelhas compdem
a tribo Meliponini, caracterizada pelo comportamento eussocial e pela vida em
colénias altamente organizadas, formadas por uma rainha e um numero variavel de
operarias, de algumas dezenas a milhares. A rainha exerce exclusivamente a fungao
reprodutiva, sendo a unica capaz de gerar novas rainhas, machos e operarias,
enquanto estas desempenham tarefas essenciais, como forrageamento, cuidado da
prole, defesa do ninho, processamento de alimento e construcdo das estruturas
internas da colénia (Popova; Trusheva; Bankova, 2021; Nogueira et al. 2023; Portal;
Cordova, 2023).

Nas regides tropicais e subtropicais das Américas, os meliponineos foram
historicamente os principais polinizadores até a introdugcdo da abelha melifera A.
mellifera no século XVIII (De Paula Freitas et al. 2020). Sdo conhecidos como “abelhas
indigenas” ou “abelhas nativas”, pois sua criagcdo remonta a praticas tradicionais de
povos indigenas (Silva; Paz, 2012). Apesar de possuirem ferrdo, este se encontra
atrofiado nas fémeas e ausente nos machos, o que explica o termo “abelhas sem
ferrao” (Nogueira et al. 2023).

O Brasil abriga grande diversidade de meliponineos, distribuidos por diversos
dominios fitogeograficos. Algumas espécies apresentam ampla distribuicdo, enquanto
outras sao restritas a condicdes ambientais especificas (Nogueira et al. 2023).
Aproximadamente 89 espécies sdo endémicas do pais, representando cerca de 20%
das abelhas sem ferrdo neotropicais (Pedro 2014; Lavinas et al. 2019).

Além de sua relevancia ecologica como polinizadores de plantas nativas e
cultivadas, esses insetos produzem mel, pdolen, cera e propolis, essenciais para a
dindmica interna da colénia (Bonamigo et al. 2017). Seus ninhos apresentam

arquitetura complexa e variada, frequentemente utilizada como critério taxonémico
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para identificacao das espécies (Silva; Paz, 2012).

A importancia dos meliponineos se estende a manutencao dos ecossistemas e
a economia, uma vez que sua atividade de polinizacédo contribui diretamente para a
conservacdo da flora, a producdo de frutos e sementes e o incremento da

produtividade agricola (Portal; Cordova, 2023).

2.1.3 Diferengas entre Apis mellifera e abelhas sem ferrao

A introdugdo da abelha europeia A. mellifera no Brasil ocorreu por volta de
1839, quando os portugueses a trouxeram com o objetivo de produzir velas de cera.
Posteriormente, em 1956, o bidlogo e geneticista Warwick Kerr, a pedido do governo
brasileiro, importou rainhas africanas para realizar cruzamentos por inseminacao
artificial. O objetivo era desenvolver linhagens mais produtivas e adaptadas ao clima
tropical, o que resultou no surgimento das abelhas africanizadas (Portal; Cordova,
2023).

As abelhas africanizadas, amplamente reconhecidas por sua coloragao,
morfologia e alta produtividade de mel, sdo hibridos resultantes do cruzamento entre
subespécies europeias (A. m. ligustica, A. m. mellifera, A. m. carnica) e a subespécie
africana A. m.scutellata (Bertolini et al. 2023). Em contraste, as abelhas sem ferrao
(ASF) pertencem a familia Apidae e a tribo Meliponini, apresentando caracteristicas
biolégicas e comportamentais distintas das abelhas meliferas (Lavinas et al. 2019).

A diferenca mais evidente entre os dois grupos esta no tamanho corporal e na
presenca do ferrdo: as abelhas africanizadas sdo maiores, mais robustas e possuem
ferrao funcional, enquanto as abelhas sem ferrdo sdo menores e apresentam ferrao
atrofiado, incapaz de ferroar, demonstrado na Figura 3 (Bertolini et al. 2023). Além
disso, diferem em diversos aspectos da biologia social, incluindo o tamanho e
estrutura da colbnia, os padroes de nidificacdo, a organizacado dos favos de cria, 0s
mecanismos de producao de rainhas, as estratégias de armazenamento de alimento
e 0s métodos de recrutamento de forrageiras (Lavinas et al. 2019).

Enquanto as abelhas do género Apis apresentam comportamentos e morfologia
relativamente uniformes, os meliponineos destacam-se pela grande diversidade de
formas, estratégias ecoldgicas e modos de organizagao social (Portal; Cérdoba,
2023).
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Figura 3 — Espécie Apis mellifera em comparagao
com uma abelha sem ferrdo

Apis mellifera Abelha nativa
australiana
sem ferrao

ik

Fonte: Tetra Native Bees (2025).

Uma diferenga crucial estd no ferrdo, uma estrutura presente nas fémeas da
espécie Apis mellifera. Segundo Popova; Trusheva; Bankova (2021), nas abelhas sem
ferrao, as fémeas néo possuem ferrdo ou apresentam uma versao atrofiada. Em vez
disso, elas defendem seus ninhos com mordidas fortes, desenvolvendo uma
estratégia defensiva alternativa.

Ambas as espécies produzem mel, pdolen, cera e propolis. Segundo Al-
Hatamleh et al. (2020), os produtos apicolas das abelhas sem ferrdo sdo considerados
fontes promissoras de compostos biologicamente ativos, muitas vezes superiores aos
das abelhas meliferas. Isso se deve, principalmente, a maior diversidade de espécies
de abelhas sem ferrdo e a sua relacdo com plantas nativas, o que resulta em uma
composi¢ao quimica mais rica e variada (Popova; Trusheva; Bankova, 2021). Além
disso, elas utilizam resinas vegetais e cerume na construcdo dos potes onde
armazenam seus produtos, o que pode enriquecer ainda mais esses compostos.

A construcdo de seus ninhos difere significativamente. As abelhas meliferas
priorizam o uso de cera, enquanto as abelhas sem ferrdo recorrem a resinas vegetais,
gomas de plantas e, em certos casos, até solo, incorporando propolis em suas
estruturas (Popova; Trusheva; Bankova, 2021). Seus ninhos sao formados
principalmente por cera e cerume, uma mistura de cera com propolis, e algumas

espécies ainda utilizam geoprépolis, combinando barro e resina para
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impermeabilizacdo, conforme mencionado por Bertolini et al. (2023). A colbnia, que
funciona como abrigo, local de criagao e armazenamento de alimentos, € organizada
em ninhos e potes, onde mel e pdlen sdo guardados separadamente (Bertolini et al.
2023).

Além disso, as abelhas sem ferrdo possuem caracteristicas unicas, como
menor vulnerabilidade a doencgas, lealdade a colmeia, capacidade de polinizar flores

pequenas e facilidade na extragao de seus produtos (Al-Hatamleh et al. 2020).

2.1.4 A importancia da meliponicultura

A meliponicultura, pratica dedicada a criagao de abelhas sem ferrdo, € uma
atividade ancestral desenvolvida ha séculos. Silva e Paz (2012) relatam que registros
historicos indicam sua ocorréncia desde civilizagdes antigas, como no Egito Antigo.
Em diferentes regiées do mundo, essa atividade mantém forte vinculo com sociedades
tradicionais, especialmente nas Américas, onde desempenha papel ecoldgico
fundamental e contribui para a producao de diversos produtos de interesse industrial,
incluindo alimentos, cosméticos e insumos farmacéuticos, com destaque para a
prépolis (Rocha et al. 2023).

No Brasil, a meliponicultura tem origem entre povos indigenas e, ao longo do
tempo, consolidou-se como pratica tradicional entre pequenos e médios produtores,
sobretudo nas regides Norte e Nordeste (Silva; Paz, 2012). Rocha et al. (2023)
ressaltam que ela também é amplamente difundida em outros paises latino-
americanos, como México e Costa Rica, onde constitui um elemento cultural
significativo. O meliponicultor mantém as colbnias em caixas organizadas em
meliponarios, visando principalmente a obtencdo de produtos como mel, prépolis,
resina e polen (Nogueira et al. 2023).

Além das comunidades indigenas, a meliponicultura também ¢é praticada ha
geracoes por diversos grupos tradicionais brasileiros, como quilombolas, ribeirinhos,
sertanejos, caipiras e caigaras, reforcando sua importancia cultural, econémica e
ecolégica (Portal; Cordova, 2023).

O mel produzido por abelhas sem ferrao é altamente valorizado, tanto pelo

sabor quanto por suas propriedades medicinais. Além do mel, a meliponicultura
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permite a obtencao de outros produtos, como colbnias de abelhas, pélen, cerume e
propolis, que tém ganhado espago em um mercado emergente em diversas regides
do mundo (Lavinas et al. 2019; Popova; Trusheva; Bankova, 2021). Segundo Dos
Santos et al. (2021), essa atividade é especialmente relevante para comunidades
tradicionais e agricultores familiares, que a utilizam como fonte de sustento ou
complemento de renda, vendendo coldnias e produtos derivados.

Além dos beneficios econémicos, a meliponicultura desempenha um papel
crucial na promogao da sustentabilidade e na preservacdo das abelhas nativas.
Nogueira et al. (2023) ressaltam que seus produtos, além de nutritivos e Uteis na
alimentagao, sédo valorizados na area da saude por suas propriedades cicatrizantes,
hidratantes e anti-inflamatérias. A pratica também é vista como uma garantia de renda
para os meliponicultores, devido ao baixo custo de implantacdo dos meliponarios e a
facilidade de manejo, além de seu potencial para gerar produtos e subprodutos de alto
valor econémico (Bertolini et al. 2023).

Ligada a agroecologia e a extenséo rural, a meliponicultura viabiliza projetos de
impacto socioeconémico e ambiental. Conforme Bertolini et al. (2023), essa pratica
contribui para a agrobiodiversidade, oferece novas fontes de renda para pequenos
produtores rurais e desempenha um papel significativo na mitigagcdo das mudancgas
climaticas. Estudos indicam que a criacdo de abelhas sem ferrdo pode contribuir para
a fixacado de diéxido de carbono, além de fortalecer os ecossistemas. Dessa forma,
ela se alinha aos quatro pilares da sustentabilidade: cultural, econdmico, social e
ambiental.

Embora as abelhas sem ferrdo sejam frequentemente associadas a produgéao
de mel, cera e proépolis, sua verdadeira importancia reside no papel fundamental que
desempenham nos ecossistemas, no fornecimento de servicos ecossistémicos
valiosos por meio da polinizagao (Silva; Paz, 2012). Atualmente, a meliponicultura ndo
se limita a comunidades tradicionais; ela pode ser incentivada e desenvolvida até
mesmo em grandes cidades, servindo como uma ferramenta poderosa para a
educacao ambiental e despertando o interesse de criancas e adultos na preservacgao

das abelhas e do meio ambiente (Silva; Paz, 2012).

2.1.5 Caracterizagao da espécie Frieseomelitta varia
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O Brasil é reconhecido como um dos paises com maior diversidade de abelhas-
sem-ferrdo, abrigando atualmente 251 espécies registradas no Catalogo Moure de
Abelhas Neotropicais. Segundo Lavinas et al. (2019), desse total, 244 espécies foram
citadas em uma revisao realizada por Pedro (2014), sendo aproximadamente 89
endémicas do territorio brasileiro, o que representa cerca de 20% do total estimado
de abelhas-sem-ferrdo neotropicais. Dentre as espécies conhecidas, apenas as
pertencentes aos géneros Frieseomelitta, Melipona, Nannotrigona, Plebeia,
Scaptotrigona e Tetragonisca sao manejadas para a produgcdao de mel e
comercializagao de colbnias (Dos Santos et al. 2021).

Este estudo tem como foco a espécie Frieseomelitta varia (Lepeletier, 1836),
que pode ser observada na Figura 4, popularmente conhecida como "marmelada”.
Trata-se de uma abelha sem ferrdo de médio porte, pertencente ao género
Frieseomelitta, que ocorre em diversas regides do Brasil, incluindo Bahia, Goias, Mato
Grosso, Minas Gerais, S&o Paulo e Tocantins (Figura 4) (Pedro, 2014). Aleixo et al.
(2014) ressaltam que suas colbnias podem ser encontradas tanto em areas de
vegetacado natural quanto em ambientes urbanos. Embora ndo possuam abelhas de
guarda, utilizam uma resina pegajosa ao redor da entrada de suas colbnias, que

impede a aproximacgao de outros insetos (Patricio et al. 2002).

Figura 4 — Exemplar da espécie Frieseomelitta varia (destacado a esquerda) e
sua distribuicdo geografica no Brasil (destacado a direita)

Fonte: Catalogo A.B.E.L.H.A (disponivel em www.abelha.org.br)
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As espécies do género Frieseomelitta constroem seus ninhos em cavidades,
como troncos de arvores podres ou outros espagos pequenos e protegidos. Segundo
Patricio et al. (2002), o orificio de entrada do ninho, com diametro entre 0,3 e 0,5 cm,
permite a passagem de apenas uma abelha por vez. Uma caracteristica peculiar de
F. varia é a presencga de uma casta operaria completamente estéril (De Paula Freitas
et al. 2020). Estudos demonstraram que os ovarios das operarias dessa espécie
sofrem morte celular programada completa durante o estagio de pupa, como parte de
um mecanismo evolutivo de diferenciagcdo de castas, assegurando a esterilidade
permanente dessas abelhas, mesmo na auséncia da rainha, situacdo que em outras
espécies geralmente estimula o desenvolvimento ovariano nas operarias, contribuindo
para a estabilidade e organizag&o social da colonia de F. varia (Boleli et al. 1999).
Além disso, De Paula Freitas et al. (2020) destacam que F. varia foi a terceira espécie
de abelha sem ferrao a ser selecionada para o sequenciamento do genoma.

Marques-Souza (2010) observou que, ao longo de um ano, as operarias de F.
varia apresentaram elevada diversificagdo em suas fontes de alimento, coletando
polen de um numero expressivo de espécies vegetais. A analise polinica e a
identificacdo da frequéncia mensal dos graos de polen revelaram que as plantas mais
visitadas pertenciam, em ordem de coleta, as familias Cecropiaceae, Sapotaceae,
Myrtaceae e Moraceae.

Apesar da reconhecida importancia ecoldgica e econémica das abelhas nativas
brasileiras, a literatura sobre seus produtos ainda € limitada, sendo particularmente
escassos os estudos dedicados a F. varia.

Além do papel crucial na polinizacdo e na manutencdo dos ecossistemas, as
abelhas sem ferrdo produzem substancias bioativas de grande interesse para a saude
humana e para a industria. Entre esses produtos, a préopolis se destaca como um dos
mais investigados. A seguir, discutiremos a relevancia dos produtos naturais

originados dessas abelhas, com énfase especial na prépolis.

2.2 PRODUTOS NATURAIS E O POTENCIAL BIOATIVO DA PROPOLIS

A natureza é a principal fonte da maioria das substancias orgéanicas conhecidas,
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e o0s produtos naturais, como o proprio nome indica, sao aqueles originados
diretamente de organismos vivos, conforme descrito por Viegas Jr., Bolzani e
Barreiroll, (2006). Ao longo da historia, a humanidade dependeu amplamente desses
recursos para suprir necessidades basicas, incluindo o tratamento de enfermidades
por meio do uso de plantas medicinais (Cragg; Newman, 2013). Desde os tempos
remotos, o consumo de ervas e folhas constituiu uma das formas mais antigas de
utilizacdo de produtos naturais para alivio e cura de doengas (Viegas Jr.; Bolzani;
Barreiroll, 2006).

Berlinck et al. (2017) destacam que o conhecimento acumulado por povos
primitivos e indigenas sobre o arsenal quimico da natureza desempenhou papel
fundamental na identificagcdo de substancias tanto terapéuticas quanto toxicas ao
longo da histéria humana. Nesse contexto, os produtos naturais, substancias quimicas
produzidas por organismos vivos, consolidaram-se como uma fonte tradicional e
valiosa de compostos farmacologicamente ativos (Busetti; Maggs; Gilmore, 2017).

Historicamente, os produtos naturais tém desempenhado um papel
fundamental como fonte de medicamentos, sendo responsaveis pela origem de
grande parte dos principios ativos utilizados na medicina (Seidl, 2002). Nos ultimos
anos, a busca por novos recursos genéticos e bioquimicos, impulsionada pela
biodiversidade de plantas e animais, tem se intensificado, com foco na identificagao
de moléculas bioativas com potencial terapéutico (Campélo et al. 2015).

Dini e Laneri (2021), destacam que, além disso, a demanda por matérias-
primas de origem natural para a fabricagao de suplementos alimentares, nutracéuticos
e produtos cosméticos tem crescido significativamente.

Entre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal destaca-se como a
principal fonte de metabdlitos secundarios (Pinto et al. 2002). Embora as pesquisas
com produtos naturais de plantas ainda sejam predominantes, microrganismos,
especialmente fungos, representam a segunda fonte biolégica mais investigada por
pesquisadores brasileiros na area (Berlinck et al. 2017). Além disso, organismos
marinhos tém demonstrado grande potencial, com diversos metabdlitos eficazes
contra alvos bioldgicos de interesse terapéutico (Viegas Jr.; Bolzani; Barreiroll, 2006).

Um dos maiores desafios contemporaneos na area da saude é a resisténcia

antimicrobiana (RAM), que se consolidou como um grave problema de saude publica.
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Tsai, Loh e Proft (2016) destacam que o aumento da resisténcia a antibiéticos em
patdogenos clinicos importantes, como Pseudomonas, Klebsiella e Acinetobacter,
evidencia a necessidade urgente de desenvolver novos agentes antimicrobianos.
Nesse cenario, terapias alternativas, incluindo combinagdes de antibidticos com
adjuvantes, bacteriéfagos, peptideos antimicrobianos, fitoquimicos e outros produtos
naturais, tém recebido crescente atengao (Ménard et al. 2021).

Desde a descoberta da penicilina em 1928 e, sobretudo, com a consolidagao
do uso clinico dos antibidticos a partir das décadas de 1940 e 1950, poucos novos
antimicrobianos tém sido desenvolvidos a partir de plantas, uma vez que as principais
fontes naturais desses compostos passaram a ser bactérias e fungos. No entanto, o
avanco da resisténcia microbiana tem renovado o interesse pela prospeccido de
metabolitos secundarios de origem vegetal e outras fontes naturais promissoras
(Portal; Cordova, 2023).

Diante do aumento global da resisténcia antimicrobiana (Portal; Cordova,
2023), os produtos naturais despontam como alternativas estratégicas para a
pesquisa e o desenvolvimento de novos tratamentos destinados ao controle de
infeccdes, reforgando sua relevancia no enfrentamento desse problema crescente.

Dentre os produtos naturais, a prépolis merece atencao especial. Rocha et al.
(2024) relatam que a propolis foi utilizada por diversas civilizagdes ao longo da histéria,
incluindo egipcios, romanos, gregos, chineses e povos indigenas das Américas, sendo
sempre valorizada por suas propriedades medicinais. Além dela, outros produtos
apicolas, como mel e geleia real, também foram amplamente empregados no
tratamento de doencas (Silva; Paz, 2012). O mel, em particular, foi historicamente a
principal fonte de acucar e sempre foi altamente valorizado por suas propriedades
medicinais (Silva; Paz, 2012). Nos ultimos anos, o interesse comercial por outros
derivados meliponicolas, como a propolis e a geopropolis, tem crescido
significativamente (Silva; Paz, 2012).

A prépolis de abelhas sem ferrdo tem despertado crescente interesse cientifico
e comercial, tanto pela valorizacdo e preservagao das abelhas nativas quanto pela
investigagdo de compostos com potencial bioldégico (Popova; Trusheva; Bankova,
2021; Rocha et al. 2023). Segundo Rocha et al. (2024), os compostos ativos presentes

na propolis tém origem em diversas fontes vegetais, o que confere a cada tipo de
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prépolis uma atividade biolégica e farmacolégica distinta. Rica em moléculas com
diversas propriedades biologicas, a propolis € amplamente utilizada na medicina
tradicional e apresenta grande potencial para novas descobertas, especialmente no
campo dos compostos fendlicos (Rocha et al. 2023).

Além de seu uso medicinal, a propolis € um produto versatil, amplamente
empregado nas industrias cosmética e alimenticia. Bonamigo et al. (2017) afirmam
que, considerada um alimento funcional (nutracéutico), ela pode ser incorporada a
produtos alimenticios com o objetivo de prevenir doengas. Atualmente, a propolis esta
disponivel em diversas formas, desde sua versao pura até combinagdes com outros
produtos naturais, sendo utilizada em preparagdes de venda livre, cosméticos e

alimentos saudaveis (Bankova; Trusheva; Popova, 2021).

2.2.1 A propolis e suas multiplas fungoes na colmeia e na saude humana

A origem do termo "prépolis" remonta ao grego antigo, sendo uma combinagao
das palavras "pro", que significa "proteg¢ao”, e "polis", que se refere a "cidade" (Rocha
et al. 2023). Desde a antiguidade, os egipcios ja reconheciam as propriedades
antiputrefativas da prépolis, utilizando-a no processo de embalsamamento de corpos
(Lustosa et al. 2008). Ja a propolis de abelhas sem ferrdo, também conhecida como
cerume ou geoproépolis, tem sido empregada ha séculos na medicina tradicional de
paises como México, Brasil, Argentina, india e Vietna, como um remédio natural para
promover a saude e tratar diversas doengas, como destacam Popova, Trusheva e
Bankova (2021).

Para produzir a propolis, as abelhas coletam resinas vegetais selecionando, de
forma natural e eficiente, compostos capazes de proteger o ninho e garantir a
sobrevivéncia da col6nia. Essa seleg¢ao prévia realizada pelas abelhas, baseada em
seu comportamento e conhecimento ecoldgico, contribui para a composi¢cao quimica
singular da prépolis e explica o crescente interesse cientifico por suas propriedades
bioldgicas (Portal; Cordova, 2023).

A propolis € formada a partir da mistura de resinas vegetais com cera,
secregdes salivares e fragmentos de tecidos vegetais (Rocha et al. 2023). As abelhas

coletam exsudatos de diferentes partes das plantas, ramos, flores, brotos e até mesmo
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polen, e os combinam com enzimas presentes na saliva, produzindo um material
resinoso e viscoso (Bonamigo et al. 2017). Popularmente conhecida como “cola de
abelha”, essa substancia desempenha papel essencial na protecdo da colmeia,
atuando como barreira contra microrganismos, insetos invasores e variagdes
climaticas (Rocha et al. 2023; Lavinas et al. 2019).

A prépolis € composta predominantemente por 50% a 60% de resinas e
balsamos, 30% a 40% de cera, 5% a 10% de dleos essenciais e cerca de 5% de pdlen
e micronutrientes, incluindo vitaminas como B1, B2, B6, C e E (Bonamigo et al. 2017;
Dos Santos et al. 2017). Sua cor e composi¢dao quimica variam de acordo com a
origem botanica das resinas e com a espécie de abelha produtora, podendo
apresentar tonalidades que vao do marrom escuro ao verde ou vermelho (Lustosa et
al. 2008). Essa diversidade resulta dos diferentes processos botanicos que originam
os materiais vegetais utilizados na sua formacao (Portal; Cordova, 2023).

A propolis apresenta um aroma caracteristico derivado de seus componentes
volateis, os quais também possuem importante atividade bioldgica (Portal; Cordova,
2023). Suas propriedades fisicas sao igualmente varidaveis: pode ser dura e
quebradica ou apresentar textura pegajosa e elastica, além de exibir coloragdes que
vao do creme e amarelo ao verde, marrom claro ou marrom escuro (Portal; Cordova,
2023).

Dentro da colmeia, a propolis cumpre fungdes essenciais. Ela é utilizada para
vedar frestas, criar ambientes assépticos para a postura de ovos pela rainha e até
mesmo envolver e mumificar insetos invasores, prevenindo sua decomposicao € a
proliferacdo de microrganismos (Lustosa et al. 2008). Suas propriedades
antimicrobianas oferecem ainda uma barreira quimica eficaz, contribuindo para a
protecédo das abelhas, da colmeia e do mel contra bactérias e fungos (Lavinas et al.
2019; Portal; Cordova, 2023).

No caso das abelhas sem ferrao (Meliponini), as resinas vegetais sdo ainda
mais essenciais. Elas ndo s6 sdo usadas na construcdo dos ninhos, mas também
atuam como repelentes naturais, impedindo a invasdo de cupins e formigas.
Armazenadas em grandes quantidades, essas resinas também inibem o crescimento
de bactérias e fungos, garantindo a sobrevivéncia e a manutengao dos ninhos

(Popova; Trusheva; Bankova, 2021).
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A propolis tem despertado grande interesse cientifico devido as suas
propriedades farmacolégicas. Estudos destacam suas atividades antioxidante, anti-
inflamatoria, anticancerigena e antimicrobiana, especialmente no caso da proépolis
produzida por abelhas sem ferrdo (Al-Hatamleh et al. 2020). Segundo Popova,
Trusheva e Bankova (2021), a composi¢ao quimica da prépolis, que determina suas
bioatividades, varia conforme a flora local e a espécie de abelha.

No Brasil, o interesse pela propolis ganhou forga na década de 1980, com os
estudos pioneiros de Ernesto Ulrich Breyer, que destacou suas propriedades
terapéuticas e seu potencial como antibiético natural (Lustosa et al. 2008). Hoje, o
pais é o maior produtor mundial de prépolis, com uma produgao anual que varia entre
50 e 150 toneladas (Dos Santos et al. 2017). A qualidade do produto é regulamentada
pelos Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade (RTIQ) do MAPA, que
estabelecem parametros como teor de cera, flavonoides, compostos fendlicos,
atividade de oxidacao e caracteristicas sensoriais, como aroma, cor e sabor (Oliveira,
2023).

Atualmente, a propolis € amplamente utilizada como remédio popular em
diversas partes do mundo, sendo comercializada tanto em sua forma pura quanto
combinada a outros produtos naturais em preparagdes de venda livre, cosméticos e
alimentos funcionais (Bankova; Trusheva; Popova, 2021). Apesar da grande
diversidade de abelhas nativas brasileiras, a maioria dos estudos sobre composicéo
quimica e atividades bioldgicas da propolis ainda se concentra em amostras

produzidas por espécies exéticas introduzidas no pais (Portal; Cordova, 2023).

2.2.2 Prépolis e geopropolis: diferengas estruturais e funcionais

Esta substancia resinosa pode ser combinada com particulas de solo por
algumas espécies de abelhas sem ferrdo, originando o material conhecido como
geopropolis (Portal; Cordova, 2023).

Para a manutengao de uma colbnia, é fundamental a producado e a obtencao
de materiais estruturais. Entre eles, destacam-se a cera, a propolis e a geopropolis,
cada um com composi¢cao e fungbes especificas (Bertolini et al. 2023). A cera é

secretada por abelhas jovens e, quando misturada as resinas vegetais, origina o



40

cerume, essencial na construcao de estruturas da colbnia, como células de cria. Além
disso, funciona como barreira entre o ambiente interno e externo, conferindo
propriedades impermeabilizantes e antibacterianas (Bertolini et al. 2023).

A prépolis, por sua vez, é formada pela coleta de resinas vegetais que sdo
posteriormente misturadas a cera em proporgbes variaveis. Quando a resina
predomina, obtém-se a propolis, utilizada principalmente para vedagao e protegao da
colénia. Quando ha maior proporgéo de cera, forma-se o cerume. Bertolini et al. (2023)
destacam que, a resina vegetal pura também pode ser aplicada diretamente para
vedacao.

E comum haver confusdo na literatura entre os termos “cerume” e “prépolis”. O
cerume resulta da mistura de resina vegetal com cera e € empregado na construgao
de estruturas internas, como potes de mel. Ja a propolis possui composigao distinta,
incluindo saliva e secregdes glandulares, e desempenha fungdes especificas na
protecao da colbnia (Popova; Trusheva; Bankova, 2021; Rocha et al. 2023).

Entre algumas espécies de Meliponini, destaca-se ainda a produgao de
geopropolis, material composto pela combinagdo de resinas vegetais com particulas
de solo ou argila. Diferentemente da propolis, a geopropolis apresenta menor
maleabilidade e contém minerais caracteristicos da regido de origem. E utilizado na
construcao do ninho, especialmente na formagao do batume, e na vedacgao (Bertolini
et al. 2023; Rocha et al, 2023). A adicédo de terra, embora ndo majoritaria, representa
seu principal diferencial (Portal; Cordova, 2023).

E importante reforcar que “geoprépolis” e “prépolis” ndo sdo sinénimos. De
acordo com Popova, Trusheva e Bankova (2021), a maioria das abelhas Meliponini
nao incorpora particulas de solo a propolis. Enquanto esta é composta
majoritariamente por resinas e cera, a geopropolis inclui solo, resultando em maior
rigidez e em perfis quimicos distintos, marcados por minerais especificos do ambiente
(Lavinas et al. 2019; Rocha et al. 2023).

Em sintese, tanto Apis mellifera quanto abelhas sem ferrdo produzem prépolis,
mas apenas algumas espécies de Meliponini, como Melipona scutellaris, Melipona
marginata e Melipona quadrifasciata, produzem geopropolis. Embora menos
maleavel, esse material desempenha fungdes semelhantes de protecdo e

estruturacdo da coldnia (Rocha et al. 2023).
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A diversidade biolégica das abelhas sem ferrdo também se reflete na
composi¢cao quimica da propolis que produzem. Essa variagdo esta diretamente
relacionada as fontes vegetais exploradas e influencia suas propriedades biolégicas e
farmacolodgicas. Assim, compreender os efeitos terapéuticos da propolis demanda a

analise detalhada de sua composi¢ao quimica e dos principais metabdlitos envolvidos.

2.3 COMPOSICAO E DIVERSIDADE QUIMICA DA PROPOLIS

A propolis € um material resinoso elaborado pelas abelhas a partir da coleta de
exsudatos vegetais presentes ao redor das colmeias, resultando em um produto de
composi¢cdo quimica ampla e heterogénea (Hipdlito, 2013). Essa composigdo é
modulada por diversos fatores, entre eles a flora disponivel, a espécie de abelha, as
condi¢cdes ambientais, como clima e sazonalidade, e até aspectos genéticos, incluindo
a linhagem da rainha (Oliveira, 2023; Lustosa et al. 2008). Como exemplo, Oliveira
(2023) destaca que prépolis coletada em periodos chuvosos pode apresentar um perfil
quimico distinto da obtida na mesma regido durante a estacao seca.

A variacao geografica também exerce influéncia marcante, uma vez que o perfil
quimico depende diretamente das plantas das quais as abelhas obtém a resina
durante a forrageacgao. Estudos indicam que abelhas da mesma espécie tendem a
produzir propolis quimicamente semelhante dentro de uma mesma area, reforcando a
importancia da flora local (Dos Santos et al. 2017; Rocha et al. 2023). Dessa forma, a
variabilidade quimica esta relacionada ao ambiente, a disponibilidade de fontes
vegetais e ao momento da coleta (Lustosa et al. 2008; Popova; Trusheva; Bankova,
2021).

A caracterizagdo quimica das amostras é fundamental na pesquisa cientifica,
pois permite relacionar a composi¢ao aos efeitos biolégicos observados. Grande parte
dos compostos responsaveis pelas propriedades bioativas da propolis e da
geopropolis deriva de metabdlitos fendlicos provenientes das plantas visitadas pelas
abelhas. Esses metabdlitos integram o metabolismo secundario vegetal e,
diferentemente dos metabdlitos primarios, diretamente relacionados ao crescimento e
a manutencao celular, estdo principalmente associados a defesa, as interagdes

ecoldgicas e a resposta das plantas a estresses bibticos e abidticos (Portal; Cordova,
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2023).

Embora presentes em menor proporgéo, os constituintes volateis da prépolis
também fornecem informagdes importantes sobre sua atividade antimicrobiana e sua
origem botéanica. Os volateis sdo metabdlitos secundarios amplamente distribuidos
nas plantas, exercendo fung¢des ecoldgicas diversas, como atragdo de polinizadores,
defesa contra herbivoros e microrganismos e acgbes inseticidas, fungicidas e
bactericidas (Portal; Cordova, 2023). Entre esses compostos, os terpenos constituem
a maior fragao.

A selecao de resinas pelas abelhas nao depende apenas da abundancia desse
material, mas também de caracteristicas sensoriais, especialmente cor e volatilidade.
Compostos como mono e sesquiterpenoides sao citados como os principais
responsaveis pela atragdo, seguidos por diterpenoides, triterpenoides e diferentes
fendlicos, incluindo flavonoides (Lavinas et al. 2019; Rocha et al. 2023). Em conjunto
com os acidos fendlicos, esses compostos formam o nucleo bioativo da propolis.

Mais de 300 substancias ja foram descritas em diferentes amostras,
envolvendo polifendis (flavonoides, acidos fendlicos e seus ésteres), terpenoides,
esteroides, aminoacidos e outros metabdlitos secundarios (Hipdlito, 2013; Oliveira,
2023). Flavonoides como galangina, quercetina, pinocembrina, kaempferol, apigenina
e crisina, além de acidos fendlicos como o caféico e o clorogénico, sdo encontrados
com frequéncia em prépolis de diferentes origens. Outros compostos, entretanto, sao
caracteristicos de determinados tipos e regides, como demonstrado por Kumazawa,
Hamasaka e Nakayama (2004 ) e confirmado por Oliveira (2023).

A composicdo também pode variar entre espécies de abelhas. Popova,
Trusheva e Bankova (2021) apontam que, a prépolis de Meliponini costuma
apresentar maior diversidade quimica quando comparada a produzida por A. mellifera.
Espécies dos géneros Melipona, Frieseomelitta, Scaptotrigona, Trigona e
Tetragonisca produzem propolis quimicamente ricas, especialmente em terpenoides
e fendlicos (Lavinas et al. 2019).

Além dos fendlicos e terpenoides, a propolis contém cumarinas, benzofenonas,
alcaloides, acidos graxos, polissacarideos, hidrocarbonetos, minerais, vitaminas e
proteinas em diferentes proporgdes (Lustosa et al. 2008; Rocha et al. 2023). Essa

variedade de compostos explica suas diversas agdes bioldgicas ja relatadas, como
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efeitos antimicrobianos, antifungicos, antivirais, antioxidantes, anticancerigenos e
antidiabéticos (Dos Santos et al. 2017; Popova; Trusheva; Bankova, 2021; Oliveira,
2023). Estudos também indicam atividades antinociceptivas, antimutagénicas e
relacionadas a inibicdo da perda 6ssea (Popova; Trusheva; Bankova, 2021). Entre
esses constituintes, flavonoides e acidos fendlicos se destacam por sua atuagao
antibacteriana, antiviral e antioxidante (Lustosa et al. 2008).

Outro elemento que contribui para a variacdo quimica da propolis € o método
de extracdo utilizado. Além da espécie de abelha e dos fatores ambientais, o tipo de
solvente e a técnica de extracao influenciam na obteng¢ao dos metabdlitos secundarios
de interesse. O objetivo da extragao & separar os compostos vegetais de impurezas,
como a cera, para analises quimicas ou bioensaios (Bankova et al. 2019).

A literatura demonstra que extracdes realizadas com solventes alcodlicos
tendem a apresentar maior eficiéncia na obtengdo de compostos bioativos quando
comparadas as extragdes aquosas, em funcao da maior afinidade desses solventes
com metabdlitos de polaridade intermediaria, como os compostos fendélicos (Bankova;
Trusheva; Popova, 2021; Kolayli & Birinci, 2024). Dessa forma, o etanol destaca-se
como um dos solventes mais utilizados, por favorecer a solubilizacéo, a difusdo e a
reatividade dos compostos presentes na matriz da propolis.

Como a propolis € composta majoritariamente por resinas e cera, a
investigacado quimica foca principalmente nos metabdlitos de origem vegetal, que sédo
0s responsaveis por sua atividade biolégica. Esses compostos também permitem
identificar as espécies vegetais visitadas pelas abelhas, sendo fundamentais para o
controle de qualidade e para a padronizagao do produto. Em tipos de propolis pouco
estudados, essa analise pode revelar novos compostos bioativos (Bankova et al.
2019).

A caracterizacao quimica utiliza diferentes metodologias analiticas, escolhidas
conforme o tipo de amostra, sua volatilidade e seu estado fisico (sdlido, liquido ou
gasoso). Entre as técnicas mais empregadas estdo a cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS) e a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), essenciais para a identificagdo e quantificagdo dos componentes quimicos
(Lustosa et al. 2008; Popova; Trusheva; Bankova, 2021). Outras abordagens, como

LC-MS, também sdo amplamente utilizadas devido a alta sensibilidade e resolucao
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(Al-Hatamleh et al. 2020). A GC-MS, por sua vez, combina separagao cromatografica
e identificagao espectrométrica, sendo indicada para analises de misturas complexas
(Bankova et al. 2019).

Na industria farmacéutica, a analise quimica €& fundamental tanto para
compreender mecanismos de agdo de compostos quanto para identificar novos
candidatos terapéuticos, com potencial para reduzir efeitos adversos, aumentar a

eficacia ou atuar sinergicamente com farmacos ja existentes.

2.3.1 Compostos fendlicos e flavonoides na prépolis

A composigao quimica da propolis consiste em um conjunto diversificado de
compostos fendlicos, cuja variabilidade inclui muitas moléculas pertencentes a
distintas classes (Bankova et al. 2019). Esses compostos exercem fungcdes essenciais
na biologia vegetal, atuando como antioxidantes naturais e contribuindo para a
protecdo das plantas contra estresses ambientais, como radiacdo ultravioleta e
infecgcbes por patdgenos.

A maior parte das pesquisas sobre propolis tem se concentrado na analise
quimica da prépolis produzida pela espécie A. mellifera, uma abelha introduzida
artificialmente no ecossistema brasileiro (Dos Santos et al. 2017). No entanto, a
prépolis produzida por abelhas nativas sem ferrdo tem ganhado destaque,
especialmente devido as elevadas concentragdes de flavonoides, acidos fendlicos e
terpenoides presentes em seus extratos. Esses compostos demonstram potencial
antioxidante e atividade antimicrobiana promissora, o que torna a propolis de abelhas
sem ferrdo uma fonte valiosa para a descoberta de novas moléculas com
propriedades funcionais e nutricionais, como indicado por Rocha et al. (2024).

Segundo Dos Santos et al. (2017), os compostos fendlicos, uma classe
relevante de substancias quimicas presentes em diversas partes das plantas (folhas,
flores, cascas e frutos), sdo os principais responsaveis pelas propriedades
terapéuticas da prépolis. Eles possuem atividades imunomoduladoras, antioxidantes,
antivirais, anti-inflamatdrias e antimicrobianas, desempenhando um papel essencial
na defesa das plantas contra microrganismos e, consequentemente, na protecao de

humanos e animais contra patdogenos (Rocha et al. 2024). Esses compostos sao
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incorporados a propolis durante a coleta de resinas e exsudatos vegetais, como os
produzidos por Dalbergia ecastophyllum (origem da propolis vermelha) e Baccharis
dracunculifolia (origem da propolis verde) (Rocha et al. 2023).

Com mais de 8.000 tipos ja identificados em plantas, os compostos fendlicos
sao amplamente distribuidos na natureza. Eles podem atuar como pigmentos,
responsaveis pelas cores dos alimentos, ou como produtos do metabolismo
secundario, geralmente resultantes de reagbes de defesa das plantas contra
agressdes ambientais. Sua atividade antioxidante é atribuida a capacidade de doar
hidrogénio ou elétrons, além da formagao de radicais intermediarios estaveis, que
ajudam a evitar a oxidagdo de componentes alimentares, especialmente lipidios (Silva
et al. 2010).

Os compostos fendlicos sado classificados como metabdlitos secundarios das
plantas, sintetizados em resposta a situacbes de estresse ou danos (Rocha et al.
2023). Apresentados didaticamente na Figura 5, incluem todos os fendis, simples
(monofendis) e complexos (polifendis). Os polifendis, um subgrupo dos compostos
fendlicos, por sua vez sao divididos em duas categorias principais: flavonoides (como
flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonas) e nao flavonoides (como acidos fendlicos,
estilbenos, lignanas e taninos hidrolisaveis). Sua estrutura quimica inclui pelo menos
um anel aromatico (benzeno), ao qual esta ligado uma ou mais hidroxilas (-OH)
(Sucupira et al. 2015).
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Figura 5 — Estrutura basica e principais subclasses dos
compostos fenadlicos
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Fonte: Adaptado de Cartilha de Alimentos Funcionais — UFRA (2024).

Os polifendis, também chamados de fitoquimicos, por serem produzidos pelas
plantas, formam um grupo amplo e heterogéneo de metabdlitos secundarios
presentes em ambientes aquaticos e terrestres. Remya et al. (2022) destacam que,
devido a variedade de atividades biolégicas que exercem, esses polifendis naturais
tém sido considerados potenciais substitutos em formulagdes industriais, incluindo
nutracéuticos, suplementos alimentares, cosmecéuticos e produtos farmacéuticos.

Essa diversidade estrutural e funcional explica a ampla gama de propriedades
terapéuticas atribuidas a prépolis (Silva et al. 2010; Dos Santos et al. 2017). Entre os
fendlicos, os acidos fendlicos desempenham um papel importante na neutralizagao de
radicais livres, protegendo as células contra danos oxidativos. Compostos como acido
cafeico e acido ferulico também apresentam acdo anti-inflamatéria, atuando na

inibicado de enzimas proé-inflamatdrias e na redugao da producédo de citocinas.
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Os flavonoides, por sua vez, representam o maior grupo de polifendis. Eles
possuem uma estrutura caracteristica composta por 15 atomos de carbono (C6-C3-
C6), formada por dois anéis aromaticos conectados por uma cadeia de trés carbonos
(Bankova et al. 2019). Esses metabolitos secundarios, frequentemente responsaveis
pelas cores vibrantes de flores, frutos e plantas medicinais, desempenham fungdes
protetoras importantes contra estresses bidticos e abidticos (Santos; Silva, 2020).
Além disso, exibem uma ampla variedade de atividades farmacoldgicas e bioldgicas,
como agao anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, estrogénica e
imunossupressora.

Os compostos fendlicos também funcionam como marcadores quimicos uteis
para determinar a origem botanica da propolis. Um exemplo marcante é a presenga
de isoflavonas como formononetina e biochanina A, além de chalconas como
isoliquiritigenina, caracteristicas da propolis vermelha (Rocha et al. 2023).

Para a analise desses compostos, métodos espectrofotométricos se destacam
pela eficiéncia e confiabilidade na determinagdo do teor de fendlicos totais ou
flavonoides totais. Como observam Bankova et al. (2019), tais técnicas sé&o
particularmente Uteis pela rapidez na caracterizagdo de propolis, ja que fendlicos e
flavonoides figuram entre seus componentes bioativos majoritarios. O Teor de
Compostos Fendlicos Totais (TPC) é geralmente determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu, que quantifica todos os compostos capazes de reduzir o reagente, sendo
os resultados expressos em miligramas de equivalente de acido galico por grama de
amostra (Wolff; Silveira; Lazzarotto, 2019). Ja o Teor Total de Flavonoides (TFC) é
usualmente obtido por ensaios baseados na formagdo de complexos com cloreto de
aluminio (Bankova et al. 2019).

Entretanto, estudar produtos naturais como a prépolis envolve desafios,
especialmente devido a elevada diversidade de compostos presentes e a dificuldade
de identificar quais moléculas sao responsaveis por atividades biolégicas especificas.
Outro obstaculo é determinar as concentragcbes exatas necessarias para que tais
efeitos ocorram, conforme discutido por Rocha et al. (2023). Entre as atividades mais
investigadas da propolis estdao as ag¢des antimicrobiana e antioxidante, esta ultima
frequentemente avaliada por métodos como DPPH, ABTS, FRAP e ORAC.
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2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS E FARMACOLOGICAS DA PROPOLIS

A propolis e a geopropolis, produzidas por diferentes espécies de abelhas sem
ferrdo, tém atraido crescente interesse cientifico devido ao expressivo potencial
farmacolégico que apresentam (Lavinas et al. 2019). Ambas sao reconhecidas por um
amplo espectro de propriedades terapéuticas, antibacteriana, antifungica, antiviral,
anti-inflamatéria, hepatoprotetora, antioxidante, antitumoral e imunomodulatoria,
conforme descrito por Lustosa et al. (2008).

Essas atividades estdo diretamente relacionadas a composi¢cdo quimica
desses produtos, a qual varia conforme a espécie de abelha e a vegetagao disponivel
em cada regido (Bonamigo et al. 2017; Lavinas et al. 2019). Os compostos bioativos
presentes s&0 0s principais responsaveis por suas agdes bioldgicas, e sua
concentracdo € influenciada tanto pelas caracteristicas da flora quanto pelas
condi¢gbes climaticas locais, como indicado por Escriche e Juan-Borras (2018) e
Rocha et al. (2023).

Embora menos estudada que a prépolis produzida por A. mellifera, a propolis
de abelhas sem ferrdo tem demonstrado, em estudos recentes, maior atividade
antimicrobiana (Al-Hatamleh et al. 2020). Segundo Dos Santos et al. (2017), sua
capacidade de inibir o crescimento microbiano, especialmente de bactérias gram-
positivas, esta entre as propriedades mais estudadas e bem documentadas (Rocha et
al. 2023). Independentemente da origem, a propolis apresenta agado antimicrobiana,
atuando como agente bactericida e fungicida, desempenhando fun¢des essenciais na
protecao da colmeia.

A atividade antioxidante da propolis também varia conforme o género e a
espécie das abelhas, indicando que a diversidade genética influencia diretamente sua
composi¢cao quimica e, consequentemente, suas propriedades biolégicas, como
sugerido por Lavinas et al. (2019). Essa variabilidade igualmente se aplica a
geopropolis que, embora menos investigada, compartilha diversas caracteristicas
benéficas da prépolis (Dos Santos et al. 2017).

Por fim, a elevada atividade antioxidante da propolis € atribuida principalmente
a presenca de compostos fendlicos, que figuram entre os mais de 300 compostos ja

identificados nesse produto natural (Rocha et al. 2023).
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2.4.1 Prépolis como agente antioxidante

A atividade antioxidante da propolis esta diretamente relacionada a sua
capacidade de sequestrar radicais livres no organismo. Essa propriedade € atribuida
principalmente aos compostos fendlicos, especialmente aos flavonoides, que
neutralizam espécies reativas de oxigénio (ROS), como radicais hidroxila, peroxila e
superoéxido, e quelam metais de transigéo, reduzindo seus efeitos nocivos (Dos Santos
et al. 2017).

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre a producédo de ROS e a
capacidade do sistema antioxidante enddgeno, sendo um fator importante no
desenvolvimento de doengas cronicas, como cancer, doencas cardiovasculares,
disturbios neurodegenerativos e no envelhecimento (Jeong et al. 2024). Embora
essenciais em baixas concentragdes, niveis elevados de ROS podem danificar
moléculas bioldgicas, incluindo DNA, proteinas e lipidios (Jeong et al. 2024).

Antioxidantes naturais, como vitaminas, polifendis e carotenoides presentes em
frutas, vegetais e outras dietas ricas em plantas, exercem diversos efeitos bioldgicos
capazes de neutralizar ROS e prevenir o estresse oxidativo (Jeong et al. 2024). Nesse
contexto, a propolis brasileira destaca-se por sua composi¢gdo quimica diversa,
influenciada pelas distintas zonas climaticas do pais. Sua atividade antioxidante,
especialmente evidente na propolis de abelhas sem ferrdo, esta associada ao elevado
teor de flavonoides e compostos fendlicos (Lavinas et al. 2019).

Esses antioxidantes atuam retardando ou impedindo a oxidagao de lipidios e
outras moléculas mesmo em baixas concentracdes, interrompendo reacdes oxidativas
e protegendo células dos danos causados por radicais livres (Al-Duais et al. 2009;
Sucupira et al. 2015; Bonamigo et al. 2017). Assim, a atividade antioxidante da
propolis contribui diretamente para a prevencao de doencgas e o retardamento do
envelhecimento (Lavinas et al. 2019; Rocha et al. 2023). Segundo Rocha et al. (2023),
radicais livres podem oxidar DNA e membranas celulares, favorecendo o
desenvolvimento de doengas como cancer, diabetes e problemas cardiovasculares;
identificar compostos naturais capazes de neutraliza-los é, portanto, essencial
(Lavinas et al. 2019).
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Os flavonoides sdo os antioxidantes mais abundantes na propolis e se
destacam pela presenga de grupos hidroxila em sua estrutura, que conferem elevada
capacidade de neutralizagdo de radicais livres, protegendo contra danos celulares
associados ao estresse oxidativo (Lustosa et al. 2008; Rocha et al. 2023). Além deles,
a propolis contém tocoferadis, vitamina C e carotenoides, que também desempenham
fungdes importantes na protegcao antioxidante (Sucupira et al. 2015).

A atividade antioxidante da propolis é geralmente avaliada por métodos in vitro,
divididos em dois grupos: (1) métodos baseados na captura de radicais livres e (2)
métodos que avaliam a oxidacdo de uma molécula-alvo (Sucupira et al. 2015). Entre
os mais utilizados estdo os testes DPPH, ABTS, FRAP e ORAC, que quantificam a
capacidade da amostra de neutralizar radicais ou reduzir processos oxidativos
(Oliveira, 2015; Sucupira et al. 2015; Lavinas et al. 2019). Esses métodos também
avaliam a transferéncia de elétrons, favorecendo a redugao de ions metalicos, grupos
carbonila e radicais livres (Jeong et al. 2024).

No teste DPPH, observa-se a redugdo da coloracdo roxa; no ABTS, ha
diminuicao da cor azul-esverdeada, ambas proporcionais a poténcia antioxidante. No
FRAP, ocorre intensificacdo da cor azul devido a redugao do complexo férrico-TPTZ
(Fe®*) para sua forma ferrosa (Fe?*), conforme descrito por Al-Hatamleh et al. (2020).
O ORAC, por sua vez, avalia a capacidade de absor¢ao de radicais oxigenados.

Cada método possui limitagbes e nenhum & suficiente, sozinho, para
representar a capacidade antioxidante total de uma amostra. Por isso, recomenda-se
0 uso combinado de multiplos ensaios para maior precisdo e confiabilidade (Oliveira,
2015; Sucupira et al. 2015). Entre eles, os testes DPPH e ABTS sdo os mais

amplamente aplicados na literatura (Popova; Trusheva; Bankova, 2021).

2.4.1.1 Método DPPH para avaliagao da atividade antioxidante

O método mais amplamente utilizado para avaliar a atividade antioxidante de
compostos € o ensaio baseado na captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) (Rocha et al. 2023). Sua popularidade se deve a rapidez, praticidade,
estabilidade e elevada sensibilidade, sendo aplicavel a amostras solidas e liquidas,
incluindo alimentos e sistemas biolégicos complexos (Kedare; Singh, 2011; Sucupira
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et al. 2015).

O DPPH ¢é um radical livre estavel de nitrogénio, de coloragao purpura ou
violeta, que apresenta absor¢gdo maxima em solug¢des etandlicas ou metandlicas na
faixa de 515-520 nm. Quando um composto antioxidante é adicionado a solugao
contendo DPPH, ocorre a doagdo de um atomo de hidrogénio ou a transferéncia de
um elétron para o radical, levando a sua neutralizagdo (Figura 6). Esse processo
converte o DPPH em sua forma reduzida e diamagnética (DPPH-H), provocando a
diminui¢cdo da absorbancia e a mudanca da cor violeta para amarelo palido ou violeta
claro, dependendo do tempo de reacao (Oliveira, 2015; Sucupira et al. 2015). Assim,
no teste DPPH, a reducdo do radical livre resulta diretamente na alteragdo cromatica
de roxo para amarelo (Jeong et al. 2024).

Quando a solucdo de DPPH é misturada com um substrato antioxidante (AH)
capaz de doar um atomo de hidrogénio, forma-se a espécie reduzida, com

consequente perda da coloragao violeta (Alam; Bristi; Rafiquzzaman, 2013).

Figura 6 — Representagédo esquematica do
método DPPH

ANTIOXIDANTE

-
L4

Eliminac&o de radicais livres

DPPH+
Cation radical livre

)\_ =517nm

Fonte: Jeong et al. (2024, p. 04).

Nota: Quando uma solugao de DPPH+- é combinada
com antioxidantes, o DPPH+- é convertido em sua
forma reduzida e a cor muda de violeta para amarelo
palido.
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A reducgao do radical DPPH é monitorada pela diminuicado da absorbancia ao
longo do tempo, permitindo quantificar a capacidade antioxidante do composto ou
extrato avaliado. O ensaio é especialmente util para substancias soluveis em
solventes organicos, caracteristica comum a muitos antioxidantes presentes em
frutas, vegetais e outros alimentos (Sucupira et al. 2015). Além disso, o DPPH ¢é
comercialmente disponivel, dispensando a geragao prévia do radical e tornando o
método mais simples que outros ensaios, como 0 ABTS (Sucupira et al. 2015).

Apesar de suas vantagens, o método DPPH apresenta limitagées. Desde sua
primeira aplicagao, passou por diversas modificagdes metodoldgicas, resultando na
existéncia de multiplos protocolos, o que pode comprometer a comparabilidade dos
resultados entre diferentes estudos. Além disso, o radical apresenta baixa solubilidade
em meio aquoso, restringindo a avaliagdo de antioxidantes hidrofilicos; € sensivel a
luz e as condigdes experimentais; pode sofrer interferéncia da cor e da turbidez da
amostra, especialmente em matrizes complexas como a propolis; e apresenta
seletividade de reacdo e cinética variavel para diferentes classes de compostos

antioxidantes (Oliveira, 2015).

2.4.1.2 Método ABTS para avaliagao da atividade antioxidante

O teste ABTS baseia-se na capacidade dos antioxidantes de reduzir o radical
cation ABTS-*, formado a partir do composto 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) por oxidacao. Esse radical apresenta elevada solubilidade tanto em meio
aquoso quanto em solventes organicos, 0 que permite a avaliagdo de compostos
hidrossoluveis e lipossoluveis, tornando o método versatil para a analise de alimentos,
extratos vegetais e substancias puras.

A reducéo do radical ABTS-+ pelos antioxidantes provoca o descolorimento da
solucédo, associado a diminuigao da coloragdo azul-esverdeada ilustrada na Figura 7,
sendo essa variacdo monitorada espectrofotometricamente para determinacdo da
atividade antioxidante. Trata-se de um método rapido, reprodutivel e aplicavel em
diferentes meios organicos e aquosos (Kuskoski et al. 2005; Sucupira et al. 2015;
Santos; Silva, 2020).
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O radical ABTS-+ é geralmente gerado pela oxidagao do ABTS com persulfato
de potassio, produzindo um cation estavel de coloracdo azul-esverdeada, que é
subsequentemente reduzido pelos antioxidantes, resultando em seu descolorimento,
mecanismo descrito tanto por Jeong et al. (2024) quanto por Alam, Bristi e
Rafiqguzzaman (2013), que reforcgam que o radical ndo ocorre naturalmente no

organismo humano, sendo utilizado exclusivamente como ferramenta analitica.

Figura 7 — Representagédo esquematica do método
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Fonte: Jeong et al. (2024, p. 04).

Nota: O ABTS+- reage com antioxidantes para reduzir o
radical ABTS. A reagéo progride faz com que perca sua cor
verde-azulada.

2.4.3.3 Atividade antioxidante pelo poder antioxidante de redugao do ferro (FRAP)

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) ndo avalia a neutralizagéo
de radicais especificos, mas sim a capacidade global de redu¢do dos compostos
presentes na amostra. Dessa forma, mede o potencial antioxidante por meio da
habilidade do antioxidante em reduzir o ferro, sendo amplamente utilizado na analise
de extratos, alimentos e frutas (Sucupira et al. 2015).

No ensaio, o complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) reage com
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substancias antioxidantes em meio acido, sendo reduzido a Fe**~TPTZ, conforme
demonstrado na Figura 8. Esse produto apresenta uma coloragédo azul intensa, com
maximo de absor¢ao em 593 nm, o que permite sua quantificagdo espectrofotométrica
(Sucupira et al. 2015).

De acordo com Jeong et al. (2024), o método FRAP determina o poder redutor
do antioxidante por meio da formagao do complexo ferroso colorido, cuja intensidade
€ proporcional a capacidade antioxidante da amostra. O ensaio € considerado
simples, rapido e altamente reprodutivel, o que justifica seu uso em analises rotineiras
de capacidade antioxidante (Kuskoski et al. 2005; Santos; Silva, 2020).

Figura 8 — Representacdo esquematica do método
FRAP
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Fonte: Jeong et al. (2024, p. 04).

Nota: O teste FRAP avalia a capacidade dos antioxidantes de
converter ions férricos (Fe3+) em ions ferrosos (Fe2+). A
medida que os antioxidantes convertem Fe3+ em Fe2+, um
complexo ferroso colorido se forma e sua mudanga de cor na
absorbancia é medida.

2.4.1.4 Atividade antioxidante pela capacidade de absorcao de radicais de oxigénio
(ORAC)
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O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) avalia a capacidade
antioxidante de compostos por meio da quantificagcdo da protegcado contra radicais
reativos do oxigénio, especialmente radicais peroxila (ROOQO¢), que estdo associados a
processos fisiopatologicos. A técnica baseia-se na oxidacdo de uma sonda
fluorescente, geralmente fluoresceina, induzida pela decomposicdo térmica de
compostos azo, como o AAPH (Figura 9). Na presenca de antioxidantes, a perda de
fluorescéncia ocorre mais lentamente, permitindo estimar a eficacia antioxidante
(Kuskoski et al. 2005; Sucupira et al. 2015; Santos; Silva, 2020).

Originalmente, o método utilizava ficobiliproteinas, como B-ficoeritrina ou R-
ficoeritrina, altamente sensiveis ao dano oxidativo. Contudo, a fluoresceina passou a
ser preferida por apresentar maior estabilidade e melhor reprodutibilidade (Sucupira
et al. 2015).

Figura 9 — Representagcdo esquematica do método
ORAC
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Nota: O teste ORAC examina a capacidade dos antioxidantes
de prevenir danos oxidativos induzidos por radicais peroxila.
O radical peroxila gerado pelo iniciador de radicais reage com
a fluoresceina, reduzindo sua intensidade de fluorescéncia.
Os antioxidantes inibem o decaimento da fluorescéncia
removendo o radical peroxila.

Uma vantagem importante do ORAC ¢é sua versatilidade, pois permite medir
antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos. No caso dos compostos lipossoluveis, utiliza-se
metil-B-ciclodextrina, que auxilia na solubilizagdo desses antioxidantes. Além disso,
por empregar fluorescéncia em vez de absorbancia, o método reduz interferéncias de
substancias coloridas e apresenta maior sensibilidade, refletindo mais
adequadamente condigdes bioldgicas reais (Sucupira et al. 2015).

O teste também pode ser facilmente padronizado e automatizado, favorecendo
a comparacéao entre laboratérios. Estudos demonstram que o ORAC € mais eficiente
para avaliar a capacidade antioxidante de fendis em sistemas bioldgicos do que outros
métodos amplamente utilizados (Al-Duais et al. 2009).

Assim, o ORAC é reconhecido como um método robusto e preciso, pois utiliza
radicais relevantes ao organismo humano e considera tanto a intensidade quanto a
duracao da agao antioxidante, tornando-se uma ferramenta confiavel para avaliagao
da atividade antioxidante (Al-Duais et al. 2009).

2.4.2 Potencial antimicrobiano da prépolis

O mundo enfrenta uma crescente crise decorrente das infeccdes resistentes a
antibioticos, consideradas atualmente a segunda principal causa de morte prematura
no planeta. A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa uma das maiores ameacas
a saude humana nas proximas décadas. Nesse cenario, torna-se essencial descobrir
novos antimicrobianos, desenvolver estratégias terapéuticas mais eficazes e
aprimorar métodos diagndsticos, além de revisar o uso atual de antibiéticos (Busetti;
Maggs; Gilmore, 2017).

A prépolis tem se destacado por suas expressivas propriedades bioldgicas,
especialmente as atividades antibacteriana e antifungica. Esses efeitos sédo atribuidos
a compostos como a flavonona pinocembrina, o flavonol galangina e o éster feniletil

do acido cafeico, conhecidos por inibir a RNA-polimerase bacteriana. Outros
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constituintes, como flavonoides, acido cafeico, acido benzdéico e acido cinamico,
podem causar danos estruturais e funcionais @ membrana ou a parede celular dos
microrganismos (Lustosa et al. 2008). Essa atividade antimicrobiana esta relacionada
ao comportamento natural das abelhas Meliponini e A. mellifera, que utilizam resinas
vegetais como defesa contra infecgdes (Popova; Trusheva; Bankova, 2021).

Diversos estudos tém investigado a agao da propolis contra microrganismos de
relevancia médica, veterinaria e industrial. Segundo Rocha et al. (2023),
Staphylococcus aureus é frequentemente empregado como modelo de bactéria Gram-
positiva, enquanto pesquisas antifungicas concentram-se principalmente em
leveduras do género Candida, especialmente Candida albicans.

A propolis tende a ser mais eficaz contra bactérias Gram-positivas do que
contra Gram-negativas, devido a barreira adicional formada pela membrana externa
destas ultimas, que dificulta a penetragdo dos compostos bioativos (Przybytek e
Karpinski, 2019). Além disso, evidéncias mostram que a propolis pode interferir na
permeabilidade da membrana, alterar o potencial transmembrana, inibir a produc¢ao
de ATP e reduzir a motilidade bacteriana (Przybytek e Karpinski, 2019).

Entre os compostos fendlicos presentes na propolis, destaca-se a artepilina C
(acido 3,5-diprenil-p-cumarico), abundante na prépolis verde brasileira e amplamente
reconhecida por sua atividade antimicrobiana, sendo um dos principais responsaveis
por suas propriedades biologicas (Veiga et al. 2017). Outros compostos, como acidos
fendlicos (galico, cafeico, p-cumarico), estilbenos (resveratrol), flavonoides
(quercetina, miricetina, rutina, kaempferol, formononetina) e cumarinas, também
contribuem significativamente para essa atividade (Rocha et al. 2023).

A propolis ainda apresenta efeito sinérgico com antibioticos, inclusive contra
cepas resistentes, reforcando seu potencial como complemento terapéutico no
enfrentamento da resisténcia microbiana (Lustosa et al. 2008). Diante dos elevados
indices de RAM, a busca por novas substancias antimicrobianas, como aquelas
encontradas na prépolis, torna-se cada vez mais urgente e promissora (Dos Santos et
al. 2017).

A comprovacao dos efeitos biolégicos da prépolis exige ndo apenas testes in
vitro, mas também abordagens experimentais in vivo, que permitem avaliar sua

eficacia em organismos inteiros. Nesse contexto, o modelo de G. mellonella tem se
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mostrado uma ferramenta promissora para investigacoes cientificas, possibilitando

analises de toxicidade, atividade antimicrobiana e resposta imunologica.

2.5 AIMPLEMENTACAO DE UM NOVO MODELO ALTERNATIVO in vivo: LARVAS

DE Galleria mellonella

O estudo das relagbes patdgeno-hospedeiro idealmente exigiria o uso de
humanos, o que nao é viavel devido a questdes éticas e técnicas. Portanto, a selecao
de um modelo animal adequado € essencial, considerando aspectos éticos,
econdmicos e cientificos. Nesse contexto, o modelo de G. mellonella tem se
destacado como uma ferramenta eficaz para investigar a viruléncia de diversos
microrganismos, com resultados validados em modelos de mamiferos (Benaducci et
al. 2016; Ménard et al. 2021). Embora os modelos murinos sejam considerados o
padrao-ouro na pesquisa biomédica devido a sua semelhangca com humanos em
aspectos como metabolismo, temperatura corporal e resposta imune, seu uso envolve
custos elevados, demandas logisticas complexas e preocupacgdes éticas relacionadas
ao bem-estar animal (Loh et al. 2013; Ménard et al. 2021). Essas limitagcdes tém
impulsionado o interesse por modelos alternativos, como Acanthamoeba castellanii
(amebas), Artemia salina (artémia), Caenorhabditis elegans (lombrigas), Danio rerio
(peixe-zebra) e Drosophila melanogaster (mosca da fruta). Dentre esses, as larvas de
G. mellonella tem se mostrado uma excelente op¢ao para substituir ou complementar
modelos tradicionais em diversas pesquisas, como observado por Loh et al. (2013) e
Pereira et al. (2018).

Conhecida como mariposa-da-cera, G. mellonella € um inseto da ordem
Lepidoptera e familia Pyralidae, com um ciclo de vida holometabolo que inclui quatro
estagios: ovo, larva, pupa e adulto (Wojda et al. 2020). O estagio larval € o mais
utilizado em pesquisas, especialmente para estudos de infecgdo, como indicam Tsai,
Loh e Proft (2016) e Ménard et al. (2021). Esse inseto é cosmopolita, encontrado em
quase todos os continentes, exceto na Antartica, e € considerado uma praga para
colénias de abelhas, pois suas larvas se alimentam de favos de mel, cera de abelha,
exuvias de larvas de abelhas e residuos de pdlen, criando tuneis dentro dos favos

(Wojda et al. 2020; Desai et al. 2019). Apesar de seu impacto negativo na apicultura,
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G. mellonella tem se tornado, nos ultimos 20 anos, um organismo modelo altamente
util para o estudo in vivo de patégenos fungicos humanos (Wojda et al. 2020; Curtis;
Binder; Kavanagh, 2022).

Uma das principais vantagens de G. mellonella como modelo experimental € a
semelhancga entre sua resposta imune inata e a dos mamiferos. Embora os insetos
nao possuam uma resposta imune adaptativa, sua resposta celular inata envolve
hemacitos, células que atuam de forma semelhante aos neutréfilos humanos, e
moléculas soluveis efetoras, que desempenham fungdes comparaveis as do sistema
imune humoral dos mamiferos (Loh et al. 2013; Tsai; Loh; Proft, 2016; Jorjao et al.
2018; Pereira et al. 2018; Ménard et al. 2021; Curtis; Binder; Kavanagh, 2022).
Segundo Tsai, Loh e Proft (2016), essa semelhanga torna o modelo ideal para
investigar infecgbes bacterianas e fungicas, além de avaliar a eficacia de novos
antimicrobianos.

Além disso, G. mellonella € um modelo conveniente e econémico, amplamente
utilizado para triagem de novos tratamentos desde a década de 2010. Sua
popularidade crescente reflete a busca por alternativas aos modelos tradicionais de
vertebrados, que apresentam limitagdes financeiras, éticas e técnicas (Ménard et al.
2021; Curtis; Binder; Kavanagh, 2022). Por ser um invertebrado, o uso de G.
mellonella ndao exige formalidades éticas rigorosas, €, embora seja prejudicial as
abelhas, é inofensivo para humanos e seguro para manipulacdo em laboratérios
(Smith; Casadevall, 2021).

Outra vantagem significativa é a capacidade das larvas de sobreviver a 37 °C,
temperatura que mimetiza o ambiente corporal humano, o que é crucial para estudar
fatores de viruléncia dependentes da temperatura (Pereira et al. 2018). Esse aspecto,
combinado com a facilidade de manuseio, custo acessivel e auséncia de restricdes
éticas rigorosas, torna G. mellonella superior a outros invertebrados, como C. elegans
e D. melanogaster, para estudos de patégenos humanos, como indicam Loh et al.
(2013).

O modelo também é amplamente utilizado para avaliar a viruléncia de
patdbgenos microbianos e testar a toxicidade e eficacia de medicamentos
antimicrobianos in vivo (Pereira et al. 2018; Wojda et al. 2020; Curtis; Binder;

Kavanagh, 2022). Sua utilizagdo como etapa preliminar de triagem pode reduzir as
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chances de falhas em modelos de mamiferos, economizando tempo e recursos (Tsai;
Loh; Proft, 2016). Além disso, o ciclo de vida curto (7 a 8 semanas) e a facilidade de
controle da producdo e alimentacdo das larvas com dieta artificial aumentam a
viabilidade do modelo em laboratério (Pereira et al. 2018; Desai et al. 2019; Wojda et
al. 2020; Ménard et al. 2021). O tamanho reduzido das larvas simplifica o processo de
infeccdo, que pode ser induzida por ingestao ou injegao intra-hemocdlica, permitindo
um controle preciso do inéculo (Jorjao et al. 2018; Pereira et al. 2018; Wojda et al.
2020; Ménard et al. 2021; Curtis; Binder; Kavanagh, 2022).

As vantagens do uso do modelo in vivo alternativo G. mellonella podem ser
observadas na Figura 10, a seguir. As larvas apresentam diversos beneficios,
incluindo baixo custo de aquisicdo, facil manejo, auséncia de restricbes éticas
associadas ao uso de mamiferos e aplicabilidade em testes de toxicidade e eficacia
de novos farmacos antifungicos. Tais vantagens sao possiveis devido as semelhancgas
entre a resposta imune inata de mamiferos e o sistema imunolégico desses insetos
(Kavanagh; Sheehan, 2018).

Figura 10 — Principais vantagens do uso de Galleria mellonella como modelo in

vivo alternativo
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No entanto, o uso de G. mellonella também apresenta limitagdes. A auséncia
de um sistema imunoldgico adaptativo significa que os resultados obtidos geralmente
precisam ser confirmados em outros modelos (Curtis; Binder; Kavanagh, 2022). Além
disso, a falta de padronizacdo nas condi¢des de coleta e armazenamento das larvas
pode gerar variagdes nos resultados, e a auséncia de centros de armazenamento de
cepas padronizadas dificulta a comparagao entre estudos (Tsai; Loh; Proft, 2016;
Ménard et al. 2021).

3 METODOLOGIA

O procedimento metodolégico, que descreve a operacionalizagédo de todas as

etapas da pesquisa, esta apresentado na Figura 11.

Figura 11 — Fluxograma da operacionalizagdo das etapas da pesquisa
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS DE Frieseomelitta varia

As amostras de propolis utilizadas neste estudo foram coletadas na cidade de
Vigosa, Minas Gerais, e gentilmente cedidas pela Universidade Federal de Vigosa
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(UFV). A coleta foi realizada no primeiro trimestre (entre janeiro e margo) de 2024 pelo
Professor Doutor Helder Canto Resende, por meio da raspagem da parte interna das
tampas que cobrem as caixas das colmeias. As amostras foram identificadas
sequencialmente de acordo com a ordem de coleta, recebendo as denominacgdes
Amostra 1 (A1), Amostra 2 (A2), Amostra 3 (A3) e Amostra 4 (A4).

As Amostras 1, 2 e 3 foram coletadas no meliponario localizado no campus
Florestal da UFV, cujas coordenadas geograficas sdo 19°52'16"S e 44°24'58"W. Ja a
Amostra 4 foi obtida na residéncia do Professor Helder, situada nas coordenadas
19°54'22"S e 44°24'33"W (Figura 12). No total, foram coletadas quatro amostras de

propolis para analise.

Figura 12 — Mapa de localizagdo geografica dos pontos de coleta das
amostras de propolis produzidas por Frieseomelita varia
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

O meliponario da UFV, onde parte das amostras foi coletada, abriga diversas
colénias de abelhas sem ferrdo e é dedicado a pesquisas sobre comportamento,
ecologia e manejo de abelhas nativas. Essa infraestrutura é fundamental para a
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obtencao de amostras representativas e padronizadas.
Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em recipientes plasticos
devidamente identificados e armazenadas em freezer, onde permaneceram até o

momento de sua utilizacdo nos experimentos.

3.2 OBTENGAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE PROPOLIS DE Frieseomelitta

varia

No presente estudo, as amostras de prépolis bruta (Figura 13A) foram
inicialmente limpas para remogao de residuos de madeira e outras impurezas. Em
seguida, foram maceradas manualmente em almofariz e pistilo até obtengcdo de um
p6 homogéneo (Figura 13B).

Cada amostra foi pesada, e o processo de extragao seguiu a proporcao de 1:7
(propolis e solvente), ou seja, para cada grama de propolis triturada foram adicionados
7 mL de solvente. Utilizou-se etanol P.A. devido a sua elevada pureza, que garante
maior estabilidade e reprodutibilidade, especialmente em testes quimicos e
antioxidantes, além de favorecer a extragdo de compostos menos polares, como
flavonoides.

A mistura foi submetida a aquecimento em banho-maria a 70 °C por 30 minutos,
temperatura considerada ideal para reduzir o tempo de extracdo e maximizar o
rendimento de constituintes ativos (Bankova, Trusheva e Popova, 2021). A solugéo foi
agitada a cada 5 minutos, seguindo a técnica de maceragao descrita por Franchin et
al. (2012), reconhecida como o método tradicional e mais utilizado para extragao dos

compostos ativos da propolis (Bankova, Trusheva e Popova, 2021).
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Figura 13 — Etapas do processo de obtencao dos extratos etandlicos de
prépolis de Frieseomelitta varia a partir do amostras brutas
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).

Legenda: A (amostra de propolis buta), B (amostra de propolis apés a maceragéo), C (amostras
diluidas em etanol P.A., propor¢ao 1:7 (propolis-solvente), preparadas para irem ao banho-
maria), D (amostra submetida a rotaevaporador)

Apos 0 aquecimento, a mistura foi centrifugada a 5.000 rpm, e o sobrenadante
(filtrado 1) foi separado e reservado. O precipitado resultante da primeira extragao foi
submetido a uma nova extragédo, seguindo o mesmo procedimento, obtendo-se um
segundo sobrenadante (filtrado 2). Esse filtrado foi entdo combinado com o filtrado 1.

A solugdo combinada foi concentrada em um evaporador rotativo
(rotaevaporador) para remover o etanol (Figura 13D). O etanol condensado foi
separado, resultando nos extratos etandlicos de propolis (EEP) de F. varia. Os extratos
foram acondicionados em recipientes adequados e levado a uma capela de fluxo
laminar para evaporar qualquer residuo de alcool remanescente. A pesagem dos
extratos foi monitorada até atingir um peso constante. Os rendimentos de extragao
foram calculados com base na quantidade de matéria-prima utilizada.

Por fim, os EEP foram armazenados em refrigerador, onde permaneceram até

serem utilizados nos testes subsequentes do estudo.
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3.3 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS ETANOLICOS
DE PROPOLIS DE Frieseomelitta varia

3.3.1 Quantificagao do teor de compostos fendlicos totais dos extratos

etandlicos da proépolis de Frieseomelitta varia

Nesse estudo, o teor de compostos fendlicos totais (TPC) nos EEP de F. varia
foi determinado por método espectrofotométrico, conforme descrito por Al-Duais et al.
(2009). Para a analise, utilizou-se o reagente de Folin-Ciocalteau, seguido da adigao
de solucéo de carbonato de sdédio a 7,5%. A curva de calibragao foi construida com
padrées de acido galico nas concentragbes de 20, 40, 60, 80, 100 e 120 pg/mL,
diluidos em agua destilada (y = 0,0062x — 8E-05; R? = 0,9985).

O experimento foi realizado em microplacas de 96 pogos, nas quais foram
pipetados 20 pyL da amostra (EEP), do branco ou dos padrdes, seguidos de 100 uL de
reagente de Folin-Ciocalteau a 10%. Apds cinco minutos de incubagéo, adicionaram-
se 75 L de carbonato de sédio a 7,5%. Agua destilada foi utilizada como branco para
corregao das leituras.

As microplacas foram mantidas protegidas da luz por 40 minutos, e a
absorbancia foi medida a 740 nm em leitor de microplacas (Epoch, BioTek
Instruments, Inc.). O reagente de Folin-Ciocalteau, inicialmente amarelado, reage com
os compostos fendlicos formando um complexo azul, cuja intensidade é proporcional
ao teor de fendlicos da amostra.

As analises foram conduzidas em triplicata, e os resultados expressos em
miligramas de equivalentes de acido galico por grama de extrato de prdpolis (mg
EAG/g). Diferentes concentragdes dos extratos (1,0; 2,0; 2,5; e 3,0 mg/mL),
preparadas em etanol P.A., foram testadas para definicdo da faixa linear mais

adequada para a quantificacao.

3.3.2 Quantificagao do teor de flavonoides totais dos extratos etandlicos de
propolis de Frieseomelitta varia
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O teor de flavonoides totais nos EEP de F. varia foi determinado por método
espectrofotométrico, conforme descrito por Assimos (2014), com adaptacdes. Para a
analise, empregaram-se duas solugbes preparadas em etanol absoluto (100%):
cloreto de aluminio (AICI3) a 0,63 M e acetato de potassio (CH;COOK) a 50 mM.

A curva de calibragdo foi construida com padrbées de quercetina nas
concentragbes de 20, 30, 40, 50, 60 e 70 upg/mL, diluidos em agua destilada,
resultando na equacao da retay = 141,65x — 13,953 (R? = 0,9983).

O experimento foi conduzido em microplacas de 96 pocgos, utilizando duas
séries reacionais. Na série 1 (reagdo com AlCl;), foram adicionados 50 uL da amostra
(EEP), do padrao ou do branco, seguidos de 100 yL da solug&o de acetato de potassio
(50 mM) e 100 uL da solugéo de cloreto de aluminio (0,63 M). Na série 2 (controle),
adicionaram-se 50 pyL da amostra ou padrao, 100 pL de etanol absoluto e 100 uL da
solugdo de acetato de potassio. O branco foi composto por 50 pyL do solvente da
amostra, 100 uL de etanol a 80% e 100 pL de acetato de potassio a 50 mM.

As microplacas foram mantidas protegidas da luz por 40 minutos, e a
absorbancia foi mensurada a 415 nm em leitor de microplacas (Epoch, BioTek
Instruments, Inc.). A absorbancia final foi obtida pela diferenga entre as leituras da
série 1 (com AICI;) e da série 2 (controle). As analises foram realizadas em triplicata,
e os resultados expressos em miligramas de equivalentes de quercetina por grama de
extrato de prépolis (mg EQ/g).

Foram avaliadas diferentes concentragdes dos extratos (100, 95 e 90 mg/mL),
preparadas a partir de uma solugdo-méae de 100 mg/mL em etanol absoluto, com o
objetivo de determinar a faixa linear adequada para comparagdo com a curva padrao.

Todas as leituras foram feitas em triplicata.

3.3.3 Caracterizagao dos compostos bioativos presentes nos extratos

etandlicos de propolis de Frieseomelitta varia

3.3.3.1 Preparo da amostra

Uma aliquota de 100 pL da solugdo da amostra A1, na concentragao de 10

mg/mL, foi submetida a uma etapa de cleanup antes da inje¢do. Primeiramente,
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realizou-se uma particdo com o mesmo volume de hexano para remogao de
compostos apolares. Em seguida, o extrato foi aplicado em cartucho pré-condicionado
SPE C18 e eluido com 1 mL de metanol 100% grau cromatografico. A amostra A1 foi
priorizada por apresentar o melhor desempenho no ensaio antioxidante ORAC,

meétodo considerado relevante para a avaliagao de sistemas bioldgicos.

3.3.3.2 Analise dos compostos quimicos por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa de alta resolugao (LC-MS/MS)

As analises foram realizadas em um sistema de Cromatografia Liquida de Ultra
Alta Performance (UHPLC) acoplado a um Espectrémetro de Massas do tipo
Quadrupolo-Tempo de Voo (QTOF). As condigdes cromatograficas foram
estabelecidas em um sistema UHPLC da linha Nexera (LC-40D XR, Shimadzu,
Toquio, Japao), acoplado a uma coluna Kinetex C18 (50 x 2,1 mm; 2,6 um; 100 A),
responsavel pela separacdo dos compostos presentes nos extratos da amostra A1.

A temperatura do forno foi ajustada para 35 °C, e o volume de injegéo foi de 5
ML. A fase mével, com fluxo de 0,2 mL/min, foi composta por (A) dgua com 0,1% de
acido formico e (B) acetonitrila com 0,1% de acido férmico. O gradiente de elui¢cao
aplicado foi: 0—5 min, 30—-40% B; 5-10 min, aumento até 95% B; 10—12 min, 95% B;
12—18 min, retorno a 30% B; 20 min, fim da corrida.

Os compostos eluidos foram detectados utilizando o software LabSolutions
Insight Explore (Shimadzu, Téquio, Japao). O espectrémetro de massas (MS) operou
na interface ESI, nos modos ESI~ e ESI*, com voltagem da interface de —3,5 kV, fluxo
de gas nebulizador de 3,0 L/min, fluxo de gas aquecedor de 10,0 L/min, fluxo de gas
de secagem de 10,0 L/min, temperatura da interface de 300 °C, temperatura da linha
de dessolvatagéo (DL) de 250 °C, temperatura do bloco aquecido de 400 °C, e energia
de colisdao de 35V £ 15 V. O espectrémetro operou na faixa de m/z 100-800 em modo
negativo, com aquisicao MS/MS dependente de dados (DDA) na faixa de m/z 50-500,
loop time de 0,2 s, e calibrado utilizando iodeto de sddio (Nal).

A andlise dos dados foi realizada utilizando o software LabSolutions Insight
Explore. ions precursores ([M-H]"), juntamente com padrdes de fragmentacédo MS/MS,

foram empregados para a identificacao tentativa dos compostos por comparagdo com
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dados da literatura (Saliba et al. 2023) e bancos de dados como MassBank e MoNA.

3.4 ANALISES DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE in vitro DOS EXTRATOS
ETANOLICOS DE PROPOLIS DE Frieseomelitta varia

3.4.1 Avaliagao da atividade antioxidante pelo método DPPH

O potencial antioxidante da prépolis de F. varia foi determinado pelo método do
DPPH, utilizando extratos etandlicos. A metodologia, adaptada de Al-Duais et al.
(2009), consistiu na pipetagem de 66 puL da amostra (EEP), do controle ou do padrao
em microplacas de 96 pogos, seguida da adigdo de 100 yL da solugdo de DPPH a 150
MM. Para o controle, empregaram-se 66 uL de etanol no lugar da amostra, enquanto
o branco foi composto por 200 pyL de etanol puro. As microplacas foram mantidas
protegidas da luz por 45 minutos para permitir a reacao.

A curva padrao foi construida com o reagente Trolox, um analogo sintético da
vitamina E, nas concentragdes de 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 140 uM, resultando na
equacao da reta y = -0,0038x + 0,5939 (R? = 0,9979). A reducdo do DPPH foi
acompanhada pela mudanga de coloracdo de violeta intenso para amarelo claro,
sendo a absorbancia medida a 517 nm.

As anadlises foram realizadas em triplicata, e a atividade antioxidante foi
expressa em equivalentes de Trolox por grama de extrato (WMol TEAC/g). Foram
avaliadas diferentes concentragbes dos EEP (1,0; 2,0; 2,5; e 3,0 mg/mL), preparadas
em etanol P.A., para identificar a faixa linear mais adequada para comparagao com a

curva padrao. As leituras foram feitas em ftriplicata para cada concentragao.

3.4.2 Avaliagao da atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante dos EEP de F. varia foi avaliada pelo método ABTS*,
que quantifica a capacidade do antioxidante em reduzir o radical ABTS* a ABTS. A
metodologia, adaptada de Al-Duais et al. (2009), utilizou os seguintes reagentes: (i)
tampao fosfato de potassio 75 mM (pH 7,4); (ii) solu¢do de ABTS a 7 mM; (iii) solugéo

de persulfato de potassio a 140 mM; e (iv) solugdo do radical ABTS*, obtida pela
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incubacéao, ao abrigo da luz por 16 horas, das solugdes (ii) e (iii). Apoés a incubacéo,
essa solucao foi diluida em tampao fosfato até alcancar absorbancia de 0,7 £ 0,02.
Paralelamente, foi preparada uma solugédo padréao de Trolox a 2,5 mM em tampéao
fosfato, com concentragdes variando de 12,5 a 200 uM (y = -0,0016x + 0,397; R? =
0,995).

O ensaio foi conduzido em microplacas de 96 pogos, com a adigao de 20 pL da
amostra (EEP) ou do padréo, seguida de 220 pL da solugédo ajustada do radical
ABTS™. A redugao do radical, promovida pelos antioxidantes presentes nos extratos,
resulta na diminuigdo da coloracdo azul-escura da solu¢do. O branco foi constituido
por 240 uL de tampéo fosfato. As reagcdes foram mantidas protegidas da luz por 6
minutos, e a absorbancia foi medida a 730 nm.

As analises foram realizadas em ftriplicata, e os resultados expressos em
equivalentes de Trolox por grama de amostra (umol TEAC/g). Foram testadas
diferentes concentra¢des dos extratos (1:2; 1:4; 1:8; e 1:16 mg/mL), preparadas a
partir de solugdo-mae de 1 mg/mL em etanol absoluto (100%), com o objetivo de
identificar a faixa linear adequada para comparagdo com a curva padrao. As leituras

foram realizadas em triplicata para cada concentracao.

3.4.3 Avaliagao da atividade antioxidante pelo método FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) baseia-se na capacidade
dos antioxidantes de reduzir o complexo férrico (Fe**—TPTZ), de coloragdo amarelo-
ferrugem, ao complexo ferroso (Fe?*—~TPTZ), que apresenta coloragao azul-escura (Al-
Duais et al. 2009).

O ensaio foi conduzido utilizando: tampao acetato de potassio 0,3 M (pH 3,6),
solugdo de HCI 40 mM, solugcdo de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mM
preparada em HCI 40 mM e solugao de cloreto férrico hexaidratado 20 mM em agua
destilada. Esses reagentes foram combinados para formar a solugdo FRAP (tampéo
+ TPTZ + cloreto férrico). A curva padrao foi elaborada com sulfato ferroso 2,5 mM nas
concentragbes de 100, 250, 400, 550 e 700 uM, diluidas em agua destilada (y =
0,0014x — 0,018; R = 0,9991).

Em microplacas de 96 pogos, foram adicionados 20 yL da amostra (EEP), do



70

padrao ou do branco, 30 uL de agua destilada e 200 uL do reagente FRAP. O branco
consistiu em 50 yL de agua e 200 pL da solugdo FRAP. As placas foram incubadas a
37 °C por 8 minutos, e a absorbancia foi registrada a 595 nm.

As analises foram realizadas em ftriplicata, e os resultados expressos em
equivalentes de sulfato ferroso (umol FeSO,/g). Foram testadas diferentes
concentragbes do extrato (2,0; 3,0; e 4,0 mg/mL) para determinar a faixa linear
adequada para comparagdo com a curva padrdo. As leituras foram obtidas em

triplicata para cada concentragao.

3.4.4 Avaliagao da atividade antioxidante pelo método ORAC

Este ensaio foi conduzido em parceria com a Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (ESALQ), da Universidade de Sao Paulo (USP).

Para a realizagdo do ensaio ORAC (Capacidade de Absorgdo dos Radicais
Oxigénio), conforme metodologia descrita por Melo et al. (2025), foram preparados os
seguintes reagentes: tampao fosfato de potassio 75 mM, pH 7,4; solugdo de
fluoresceina a 508,25 nM preparada no mesmo tampao; solugdo de AAPH (2,2’-
Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride) a 76 mM; e solu¢cdo padréo de
Trolox a 1 mM.

A montagem da reacéo foi realizada em microplacas de 96 pocgos, com adi¢cao
sequencial de 30 yL da amostra (extrato) ou da solu¢do padrao, seguida por 60 pL da
solucao de fluoresceina e, por fim, 110 uL da solucdo de AAPH. Apds a adicao dos
reagentes, a placa foi homogeneizada por agitacdo e colocada em leitor de
microplacas, programado no modo cinético para realizar leituras a cada 10 minutos
durante 2 horas, sob temperatura constante de 37 °C, utilizando comprimento de onda
de excitacdo de 485 nm e emissao de 528 nm.

As analises foram realizadas em ftriplicata, e os resultados foram expressos em

equivalentes de Trolox por miligrama de amostra (umol TEAC/mg).

3.5 AVALlA(;AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vitro DOS EXTRATOS
ETANOLICOS DE PROPOLIS DE Frieseomelitta varia
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3.5.1 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Para determinar a concentracao inibitéria minima (CIM), foram seguidos os
protocolos M07-A11 para bactérias (CLSI, 2018, com modificagbes) e M27 para
leveduras (CLSI, 2017, com modificagdes), conforme as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), por meio de um ensaio de microdiluicdo em
caldo. Foram utilizados diversos microrganismos, incluindo cepas padrado da American
Type Culture Collection (ATCC), gentilmente fornecidas pelo Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da UNIFAL-MG.

Os experimentos foram conduzidos com os seguintes microrganismos:

Bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria innocua
(CLIST 2050), Listeria monocytogenes (CLIST 2035), Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Streptococcus mutans (ATCC
25175).

Bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 8739) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 902).

Leveduras: Candida albicans (ATCC 90028) e Candida krusei (ATCC 6458).

A concentragao inibitéria minima (CIM) dos quatro extratos foi testada nas
seguintes concentracdes: 4.000, 2.000, 1.000, 500, 250, 125 e 62,5 ug/mL.

As cepas foram reativadas a partir de culturas de estoque em meio liquido Brain
Heart Infusion (BHI) por 24 horas para bactérias e 48 horas para leveduras, a 35°C.
Em seguida, as suspensdes foram preparadas em solugdo salina estéril (0,9% de
NaCl), e a turbidez foi ajustada com base na escala de McFarland, medindo-se a
absorbancia em espectrofotbmetro a 660 nm, padronizando as solugbes a uma
transmitancia de 75%, o que corresponde a 1-2 x 108 UFC/mL. Antes da inoculagéo,
as suspensdes foram diluidas novamente para atingir uma concentracdo de
aproximadamente 1-2 x 10° UFC/mL.

Os testes foram realizados em triplicata, utilizando microplacas de 96 pogos.
Inicialmente, 180 uL de meio de cultura (Caldo Mueller-Hinton para bactérias e RPMI
1640 para leveduras) foram adicionados a linha A, onde se iniciaram as dilui¢cdes
seriadas, e 100 pL foram adicionados nas linhas B a G. Em seguida, 20 yL do extrato

diluido em etanol 100% foram adicionados a linha A. As diluicbes seriadas foram
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realizadas transferindo-se 80 uL de meio de cultura para cada pogo subsequente,
totalizando 180 pL por pogo. Por fim, 20 yL da suspensdao de patdégenos foram
adicionados aos pocos de A a G.

Foram utilizados controles para validar os testes: controle de esterilidade do
meio de cultura (200 pyL de meio de cultura), controle de viabilidade de crescimento do
microrganismo (180 uL de meio e 20 pL de suspensao do microrganismo), controle
positivo (160 pL de meio, 20 pyL de antibacteriano ou antifungico e 20 pL do
microrganismo - amoxicilina para Gram-positivas, cloranfenicol para Gram-negativas
e fluconazol para leveduras) e controle negativo (160 uL de meio, 20 yL de alcool e
20 pL do microrganismo, para demonstrar que nao ha interferéncia do etanol P.A. no
crescimento microbiano).

As microplacas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Apos esse periodo,
adicionaram-se 20 uL de resazurina a cada pogo para leitura visual colorimétrica. No
caso das leveduras, a resazurina foi aplicada 24 horas antes da leitura, seguida de
nova incubagdo. A coloragdo rosa indicou crescimento microbiano, enquanto a
coloragao azul indicou auséncia de crescimento.

A CIM foi definida como a menor concentracdo dos extratos capaz de inibir o

crescimento microbiano.

3.5.2 Determinagao da Concentragao Microbicida Minima (CMM)

A determinacao da Concentragcao Microbicida Minima (CMM) foi realizada com
base nos resultados obtidos no teste de Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Para
isso, foram selecionadas as suspensodes provenientes dos pogos da microplaca onde
nao houve crescimento microbiano. Em seguida, 10 yL de cada suspenséo foram
transferidos para placas contendo agar Mueller-Hinton (para bactérias) ou agar
Sabouraud (para fungos), em triplicata, e incubadas a 35°C por 24 horas.

A CMM foi definida como a menor concentracdo da amostra testada capaz de
causar a morte do microrganismo, ou seja, aquela em que nao foi observado

crescimento visivel na superficie do agar apos o periodo de incubacgao.
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3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA in vivo EM MODELO DE Galleria
mellonella DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE PROPOLIS DE Frieseomelitta

varia

3.6.1 Avaliagao da toxicidade in vivo dos extratos etandlicos de prépolis de

Frieseomelitta varia

Os efeitos da toxicidade aguda dos EEP de F. varia foram avaliados in vivo
utilizando larvas de G. mellonella, seguindo o protocolo descrito por Sardi et al. (2017),
com algumas modificagdes. As larvas utilizadas foram produzidas no Laboratério de
Bioprocessos da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL).

O experimento foi conduzido em triplicata, empregando larvas com massa entre
0,25 g e 0,30 g, que nao apresentavam sinais de melanizacédo, faixa de peso
recomendada na literatura por garantir maior uniformidade fisiolégica e reduzir
variagdes experimentais. Para cada ensaio, foram formados seis grupos, com 10
larvas cada, totalizando 180 individuos (N = 180). Cada larva foi inoculada com 10 uL
do extrato, previamente solubilizado em etanol a 40%, ou das solugdes controle (agua
destilada e etanol a 40%, considerando que concentragdes superiores a 50% séo
letais para o modelo), por meio da ultima pseudopata esquerda, conforme metodologia
descrita por Wijesinghe et al. (2020). Para a inoculagéo, utilizou-se uma seringa de
insulina de 1 mL.

A concentragdo das amostras para ensaios in vivo é expressa em forma de
dose, pois o0 peso do animal deve ser considerado na interpretagao dos resultados. O

calculo utilizado para determinagao do volume inoculado segue a equagao:

Volume = Dose x peso animal

Concentracao do farmaco

Nos ensaios, utilizou-se uma concentracdo fixa de EEP de 40 mg/mL,
administrando-se um volume constante de 10 pyL (0,01 mL) por larva. Essa
combinagado resulta na aplicacdo de 0,4 mg de extrato por individuo, valor que

corresponde a dose absoluta, ou seja, a quantidade real de substancia efetivamente
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injetada em cada larva.

Quando normalizada pelo peso corporal, essa mesma quantidade resulta em
uma dose relativa que variou entre 1333 e 1600 mg/kg, a depender da massa
individual (0,25-0,30 g). A dose selecionada (0,4 mg/larva; aproximadamente 1600
mg/kg) foi escolhida porque a concentragcéo de 40 mg/mL, previamente, demonstrou
atividade antimicrobiana contra B. cereus nos ensaios in vitro.

A toxicidade foi avaliada com base na taxa de sobrevivéncia e no indice de
Saude das larvas, conforme a metodologia proposta por Loh et al. (2013), com
adaptacdes (Tabela 1). Apds a inoculagdo, as larvas foram incubadas a 28°C, e
registros de sobrevivéncia, atividade locomotora, formagdo de casulo e sinais de

melanizagao foram realizados aos 24, 48 e 72 horas.
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Tabela 1 — Sistema de pontuagao para avaliagao das larvas de Galleria mellonella.

Categoria Descrigao Pontuacao

Sem atividade 0
Baixa atividade com
Atividade estimulo
Atividade com estimulo
Atividade sem estimulo
Sem casulo 0
Casulo Casulo parcial 0,5
Casulo completo 1
Completa melanizagao
(preta)
Melanizagao Mais de 3 pontos pretos
Menos de 3 pontos pretos
Sem melanizagao
Morta

Viva

Sobrevivéncia

N O B WO N

Fonte: Loh et al. (2013, p. 09).

3.6.2 Avaliagao da atividade antimicrobiana in vivo dos extratos etandlicos de

préopolis de Frieseomelitta varia

Os efeitos da atividade antimicrobiana do EPP de F varia in vivo foram
avaliados no modelo larval de G. mellonella, com base nos resultados obtidos in vitro
na determinacédo da CIM. Como os EEP de F. varia apresentaram atividade inibitéria
frente ao crescimento de B. cereus, o teste in vivo foi conduzido especificamente para
esse microrganismo. As larvas utilizadas foram produzidas no Laboratério de
Bioprocessos da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).

A atividade antimicrobiana in vivo foi testada contra a infecgcao por B. cereus
(ATCC 11778), seguindo a metodologia proposta por Loh et al. (2013), com
adaptacoes. A cepa foi reativada a partir de culturas estoque em caldo Brain Heart

Infusion (BHI) por 24 h a 35 °C e, posteriormente, suspensa em solugao estéril de
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NaCl 0,9%. A turbidez da suspenséo foi ajustada conforme a escala de McFarland.
Inicialmente, determinou-se a Dose Letal 50 (DL50) para identificar a transmitancia
capaz de causar a morte de 50% das larvas (90% de transmitancia) e a concentragao
em que todos os individuos sobrevivem (95%). Para os testes, utilizou-se uma
transmitancia de 85% (9,8 x 10* UFC/mL), mais concentrada que a DL50, de modo
que todas as larvas infectadas morreriam sem tratamento. Essa escolha permite
avaliar claramente o efeito protetor dos EEP de F. varia, ja que qualquer sobrevivéncia
observada indica atividade antimicrobiana in vivo.

O experimento foi realizado em duplicata, formando seis grupos de 15 larvas,
totalizando 180 individuos. Foram selecionadas larvas sem melanizagdo e com peso
entre 0,25 g e 0,3 g. Cada larva recebeu 10 pL da suspenséo do patdégeno, inoculada
através da ultima proleg. Ap6s uma hora, 10 pyL das amostras, previamente
solubilizadas em etanol 40%, foram administrados no mesmo local. Utilizou-se a
concentracdo de 40 mg/mL dos EEP de F. varia, previamente demonstrada como
eficaz contra B. cereus in vitro e nao toxica nos testes in vivo. Também foram incluidos
controles com agua destilada estéril e controle de viabilidade do patogeno.

As larvas foram monitoradas a cada 2 horas apés a inoculagao por um periodo
de 12 horas (2, 4, 6, 8, 10 e 12 h pés-infeccao) e, posteriormente, novamente apos 24
h. A avaliacdo da atividade antimicrobiana seguiu o sistema de pontuag¢ao descrito por
Loh et al. (2013), apresentado anteriormente na Tabela 1. Foram analisados quatro
parametros: atividade, produgdo de cera (formagdo de casulo), melanizagdo e
sobrevivéncia. Apenas as larvas que nao apresentaram movimento ao toque foram

consideradas mortas.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata, com excecao do ensaio
de toxicidade in vivo, que foi realizado em duplicata. Os resultados das analises de
compostos fendlicos, bem como das atividades antioxidante e anti-inflamatéria, foram
apresentados como média + desvio padrdo. A avaliagao estatistica dos dados foi
realizada utilizando o software Sisvar, aplicando-se a analise de varidncia (ANOVA).

Para a comparagéao entre médias, utilizou-se o teste de Tukey, considerando um nivel
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de significancia de 5%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos nos diferentes ensaios
realizados com os EEP de F. varia, incluindo a determinagdo da composi¢c&o quimica,
a atividade antioxidante, os testes de atividade antimicrobiana in vitro e in vivo, e

demais analises complementares realizadas no estudo.

4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE PROPOLIS DE

Frieseomelitta varia

A propolis bruta ndo pode ser utilizada diretamente como matéria-prima, sendo
necessaria sua purificagdo. Esse processo visa remover o material ceroso e preservar
a fragdo de polifendis, considerados os principais responsaveis pelos efeitos
biolégicos e terapéuticos da propolis. A extragdo por etanol é a técnica mais
empregada para a produgao de extratos de propolis, uma vez que seus constituintes
bioativos apresentam maior solubilidade nesse solvente (Andrade et al. 2017). Entre
os métodos antioxidantes descritos na literatura, o extrato etandlico € o mais
frequentemente utilizado (Alam; Bristi; Rafiquzzaman, 2013).

Segundo Lustosa et al. (2008), os extratos etandlicos de prépolis (EEP) sdo os
mais comuns e tradicionalmente obtidos por maceragao em alcool para producéo de
tinturas. A extragao constitui uma etapa fundamental para o aproveitamento dos
compostos bioativos da propolis (Bankova, Trusheva e Popova, 2021), pois dissolve
0s compostos vegetais de interesse e elimina a cera, que pode representar até 20%
da composigao da propolis.

Devido a origem da prépolis em resinas vegetais, sua solubilidade em agua €
muito baixa. Assim, todos os tipos de prépolis apresentam afinidade por solventes
organicos relativamente apolares, independentemente da composigdo quimica
especifica (Bankova, Trusheva e Popova, 2021).

O calculo do rendimento do extrato € importante para avaliar a eficiéncia da

extragao para cada tipo de amostra. Na maioria dos estudos encontrados na literatura,



78

a extragdo de produtos naturais de abelhas é realizada com etanol em diferentes
diluicbes. Neste trabalho, utilizou-se etanol P.A. absoluto para todas as amostras,
devido ao seu elevado grau de pureza.

Para a realizagdo do calculo de rendimento, a seguinte formula foi utilizada:

Rendimento (%) = massa do extrato seco  x 100

massa inicial da propolis

Tabela 2 — Rendimento dos extratos etandlicos de propolis (EEP) de Frieseomellita
varia.

Amostra Peso inicial da Peso final do Rendimento (%)

propolis bruta (g) extrato etandlico

(9)

A1 54,896 5,36 9,76
A2 12,465 10,09 80,95
A3 3,31 1,98 59,82
A4 65,556 47,95 73,14

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).

A analise do rendimento dos EEP de F. varia revelou variacdes significativas
entre as amostras. A amostra A2 apresentou o maior rendimento, alcangando 80,95%,
evidenciando uma extragdo extremamente eficiente em relagdo as demais. A amostra
A4 também apresentou rendimento elevado, de 73,14%, seguida da amostra A3, com
59,82%. Por outro lado, a amostra A1 apresentou o menor rendimento, de apenas
9,76%.

Comparando com dados da literatura, Dos Santos et al. (2017) relataram
rendimentos significativamente menores para extratos de M. quadrifasciata (6,2% em
extrato aquoso e 24,4% em hidroalcodlico) e de T. angustula (2,1% em aquoso e 5,0%
em hidroalcodlico), enquanto Cochut (2024) observou rendimentos entre 0,72% e
2,52% para a geopropolis de M. capixaba. Esses valores reforcam que a amostra A2,
assim como A4 e A3, apresentou desempenho acima do observado em outras
especies, destacando-se.
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4.2 QUANTIFICAGCAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DOS
EXTRATOS ETANOLICOS DE PROPOLIS DE Frieseomelitta varia

Os resultados das analises de quantificagdo do teor de compostos fendlicos
totais (TPC), apresentados na Tabela 3, indicam que os EEP de F. varia nao

apresentaram diferengas significativas em suas composicoes.

Tabela 3 — Quantificagao do teor de compostos fendlicos totais em extratos
etandlicos de propolis (EEP) de Frieseomelitta varia.

Amostras Fendlicos Totais (mg EAG/g de EEP
desvio padrao) *
A1 23,52 + 2,012
A2 25,10 + 0,542
A3 21,57 £ 2,282
A4 25,65 £ 1,212

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Legenda: mg EAG/g (equivalentes de acido galico por grama de EEP).
*Nota: Médias seguidas de mesma letra nao se diferem estatisticamente pelo teste Tukey (a=0,05).

Parte da analise quimica da propolis consiste na determinag¢ao quantitativa, por
espectrofotometria, de grupos de compostos fendlicos, incluindo flavonoides totais e
fendlicos totais (Bankova et al. 2019).

Embora as amostras de prépolis tenham sido coletadas em diferentes
localidades (A1, A2, A3 # A4), as quantidades de fendlicos totais apresentaram-se
semelhantes. Fatores como localizagdo geografica, tipo de vegetagao e periodo do
ano podem influenciar a composicao desses compostos (Gerginova et al. 2023);
contudo, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as
amostras analisadas.

Os compostos fendlicos sdo amplamente reconhecidos por sua atividade
antioxidante, e sua concentracdo esta diretamente relacionada ao potencial
antioxidante do extrato (Cabral et al. 2009). A comparagao desses valores com os da

literatura é desafiadora, sobretudo devido a escassez de estudos sobre a propolis de
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F. varia. No Brasil, a propolis verde € considerada de alta qualidade quando apresenta
teores minimos de 50 mg/g (ou 5%) de compostos fendlicos (Sawaya; Cunha;
Marcucci, 2011). Dessa forma, as concentragdes de fendlicos totais nos EEP de F
varia podem ser classificadas como variando de baixa a moderada.

Em estudo de Machado et al. (2016), oito amostras de propolis de A. mellifera
(verde, marrom e vermelha), derivadas de diferentes regides geograficas do Brasil,
apresentaram TPC entre 97,97 + 0,01 e 300,36 + 0,01 mg EAG/g, valores
significativamente superiores aos encontrados no presente estudo. A propolis de A.
mellifera, especialmente a verde, € amplamente reconhecida no Brasil por sua
elevada concentragao de compostos bioativos (Vieira et al. 2023).

Por outro lado, os resultados obtidos neste estudo foram superiores aos
relatados por Hipdlito (2013), que analisou propolis de F. varia coletada em Alfenas,
MG, com concentracdes de fendlicos totais entre 15,50 + 0,89 mg/g e 18,37 + 0,35
mg/g em extrato seco. No presente estudo, as amostras apresentaram concentracoes
entre 21,57 £ 2,28 mg/g e 25,65 + 1,21 mg/g. Essa diferenga para uma mesma espécie
de ASF pode ser atribuida a variagdes nas condi¢ées ambientais, origem geografica
e espécies vegetais disponiveis para as abelhas, fatores que influenciam diretamente
a composicao da proépolis (Sawaya, 2009).

Os valores observados sdo comparaveis aos de outras espécies de abelhas
sem ferrdo. Rocha et al. (2024) relataram que, P.droryana apresentou teor maximo de
51,90 £ 2,47 mg/g, enquanto F. doederleini atingiu 56,22 + 0,85 mg/g em amostras de
propolis da Bahia. Nunes (2018) identificou 35,55 mg/g de compostos fendlicos na
propolis de F. doederleini coletadas no Rio Grande do Norte, e M. quadrifasciata
apresentou valor mais elevado, de 82,05 + 2,33 mg/g (Rocha et al. 2024). Em
contrapartida, o EEP de S. postica, coletado no Para, apresentou valor inferior, de
21,29 + 0,003 mg/g (Ferreira et al. 2024).

Teixeira (2024) identificaram um TPC de 3,3 mg/g para S. aff. depilis e 2,1 mg/g
para F. varia. Vale destacar que esses autores utilizaram o método de Folin-Denis, o
que pode explicar parte das diferencas em relacdo aos resultados obtidos neste
estudo.

Torres et al. (2018) encontraram 3,87 + 0,32 mg/g e 1,26 + 0,17 mg/g para M.

quadrifasciata quadrifasciata e T. angustula, coletadas no Ceard, respectivamente.
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Dos Santos et al. (2017) observaram que, extratos aquosos e hidroalcodlicos de
prépolis de M. quadrifasciata, coletadas em Santa Catarina, apresentaram 189,5 £ 3,9
mg/g e 82,4 + 3,8 mg/g, respectivamente, valores superiores aos dos EEP de F. varia.
Para T. angustula, também de Santa Catarina, os extratos aquoso e hidroalcodlico
apresentaram 42,0 + 1,8 mg/g e 34,9 + 1,1 mg/g, respectivamente. Esses dados
evidenciam que o tipo de extrato (aquoso, hidroalcodlico ou etandlico) influencia
significativamente a concentracdo de compostos fendlicos, além das diferengas
relacionadas a espécie e as condigcdes ambientais.

Andrade et al. (2017) identificaram teores de 90,55 + 1,52, 91,32 £ 0,49 € 55,74
+ 0,48 mg/g em proépolis verde, vermelha e marrom de A. mellifera, oriundas do
nordeste brasileiro, respectivamente. O estudo também indicou que os flavonoides
nao foram responsaveis pela atividade antioxidante, sugerindo que esta esta
associada a outros compostos fendlicos. Cabral et al. (2012) mostraram correlagdes
positivas entre compostos fendlicos e atividade antioxidante, e entre flavonoides e
atividade antioxidante, evidenciando que, embora importantes, a concentracao de
fendlicos e flavonoides nao reflete completamente todas as atividades biolégicas dos

extratos de propolis.

4.3 QUANTIFICACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS
ETANOLICOS DE PROPOLIS DE Frieseomelitta varia

Os resultados da quantificagao do teor de flavonoides totais (TFC) nos extratos
etandlicos de prépolis (EEP) de F. varia demonstraram que a amostra A2 apresentou
um conteudo de 0,1314 £ 0,069 mg EQ/g de EEP.

Ressalta-se que, para que a leitura da absorbancia se mantivesse dentro da
faixa linear da curva padrao, foi necessaria uma elevada concentracdo da amostra
(100 mg de EEP/mL de etanol). Em razao disso, e considerando o baixo teor de
flavonoides totais identificado, ndao foi possivel realizar as analises nas demais
amostras, devido a quantidade limitada de extrato disponivel. Como os flavonoides
correspondem apenas a uma fragdo dos compostos fendlicos presentes na proépolis,
€ esperado que seus valores sejam relativamente baixos.

O valor obtido no presente estudo foi inferior aos relatados por Hipdlito (2023),
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que encontrou teores de flavonoides totais variando entre 3,24 + 0,32 e 8,98 £ 1,04
mg/g em amostras da mesma espécie coletadas em Alfenas.

Nos estudos de Torres et al. (2018), os valores de TFC foram de 0,14 + 0,03
mg/g para M. quadrifasciata quadrifasciata e 0,15 + 0,02 mg/g para T. angustula,
coletadas no Ceara.

Andrade et al. (2017) relataram TFC de 59,45 £ 0,82, 31,48 + 0,56 e 30,89 %
0,20 mg/g para as propolis verde, vermelha e marrom produzidas por A. mellifera,
originarias da regiao Nordeste.

Por sua vez, Dos Santos et al. (2017) identificaram TFC de 0,74 £ 0,11 e 0,79
+ 0,04 mg/g para os extratos aquoso e hidroalcodlico de prépolis de M. quadrifasciata,
e de 0,93 £ 0,06 e 0,82 £ 0,03 mg EQ/g para os extratos aquoso e hidroalcodlico de

prépolis de T. angustula, coletadas em Santa Catarina.

4.4 COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NOS EXTRATOS ETANOLICOS DE
PROPOLIS DE Frieseomelitta varia

O processo de identificagdo dos compostos que constituem a prépolis de F.
varia ainda se encontra em andamento. Nesse contexto, até o momento, a analise foi
realizada apenas para a amostra A1, nao tendo sido possivel concluir a identificagao
dos constituintes com a acuracia necessaria. A identificacido tentativa dos compostos
quimicos tem sido conduzida com base na massa exata e no padréo de fragmentacgao
(MS/MS). Os espectros de massas obtidos estdo sendo comparados com bancos de
dados e com informacdes da literatura especializada, conforme descrito no item 3.3.3.
Ainda assim, ja foi possivel presumir a presenga de diferentes terpenoides, com
destaque para triterpenoides, bem como sugerir a identificagdo de alguns compostos,

0s quais estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Compostos preliminarmente identificados no extrato etandlico de prépolis
(EEP) A1 de Frieseomelitta varia.

Composto Rt (min) m/z do Erro Area

precursor (ppm)

[M-H]”
1 Acido corosolico 12,10 471,3484 2,11 1.335.906
2 Acido desidroabiético 11,00 299,2017 2,00 867.326
3 Acido Betulinico 13,72 455,3534 1,97 680.701
4 Hecogenina 14,153 429,301 1,39 309.371
5 Acido Glicirretinico 11,717 469,3325 1,49 148.913

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Nota: Aidentificagdo dos compostos foi realizada de forma preliminar e tentativa, com base na massa
exata do ion precursor (m/z), no erro de massa expresso em partes por milhdo (ppm) e no tempo de
retencao (Rt).

A caracterizagdo quimica indica que o EEP A1 de F. varia é dominados por
terpenoides, com a possivel presenga de acido corosolico, seguido pelo acido
desidroabiético (DHA) e acido betulinico como compostos majoritarios. Esses
compostos pertencem a classe dos metabdlitos secundarios do tipo terpenoide, um
dos trés grandes grupos quimicos presentes em plantas, ao lado dos fendlicos e
compostos nitrogenados (Taiz et al. 2017). Os terpenos, também conhecidos como
isoprenoides ou terpenoides, sdo responsaveis pelo perfume, sabor e pigmentagao
das plantas, além de constituirem o principal componente dos 6leos essenciais de
origem vegetal. Entre os produtos naturais que proporcionam beneficios médicos aos
organismos, os terpenos desempenham papéis importantes e variados (Cox-Georgian
et al. 2019).

O acido corosolico, também denominado acido 2a-hidroxiursélico, possui
férmula molecular C30H4804 e peso molecular de 472,70 g/mol. Trata-se de um
triterpenoide pentaciclico prevalente nas folhas de Banaba (Lagerstroemia speciosa),
conhecido por suas propriedades antidiabéticas (Zhao et al. 2020). Estudos anteriores
identificaram esse composto em proépolis gregas (Kasiotis et al. 2017), em prépolis de
Tetragonula melanoleuca coletadas na Tailandia (Sanpa et al. 2015) e em amostras
de prépolis de Scaptotrigona aff. postica no Brasil (Negri et al. 2022).

O acido desidroabiético (DHA) é um diterpenoide triciclico isolado da resina de
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coniferas, com multiplas atividades bioldgicas, incluindo propriedades anticancer,
antibacterianas, antivirais, antitlcera, inseticidas e herbicidas (Hao et al. 2022).
Também foi reportado em geopropolis de M. quadrifasciata, atuando como larvicida
contra larvas de vetores de arbovirus (Feitosa et al. 2025). Estudos com propolis
marrom coletada no Brasil indicam que o DHA induz mortalidade de 3,3% contra larvas
de Aedes aegypti (Ribeiro et al. 2024).

O acido betulinico é um triterpenoide pentaciclico do tipo lupano, extraido
principalmente da casca de bétulas, com atividades biolégicas notaveis,
especialmente efeitos anti-HIV-1 e citotoxicidade contra varias linhas celulares
tumorais (Hordyjewska et al. 2019). Este composto também foi identificado em
prépolis coletada na Etiopia (Afata; Kedebo, 2022).

Em conjunto, esses resultados indicam que os EEP de F. varia apresentam um
perfil quimico dominado por terpenoides bioativos.

Comparando com outras espécies do mesmo género, Patricio et al. (2002)
identificaram monoterpenos, sete sesquiterpenos e dois diterpenos nas prépolis de F.
languida, F. silvestrii e F. varia, embora, segundo os autores, a lista de compostos nédo
permita inferir a fonte vegetal da prépolis. De forma semelhante, analises de LC-ESI-
MS/MS de F. longipes revelaram predominancia de benzofenonas e benzofenonas
polipreniladas, compostos fendlicos bioativos como 7-epi-Nemorosona, xantoquimol,
derivados da guttiferona C ou D, gambogenona e aristofenona A (Souza et al. 2018).
A recorréncia desses compostos em todas as trés amostras analisadas, sugere que
essas benzofenonas polipreniladas constituem um componente central das prépolis
produzidas por espécies do género Frieseomelitta.

Ainda segundo Souza et al. (2018), andlises da fragéo volatil da propolis de F.
longipes e A. mellifera, correspondente aos Oleos essenciais, que incluem mono- e
sesquiterpenos, além de alcanos e diversos compostos aromaticos, demonstraram
teores de até 0,78% de 6leo essencial em Frieseomelitta, em contraste com apenas
0,12% em A. mellifera. Nesse sentido, o EEP de F. varia apresenta perfil dominado
por terpenoides, com baixos teores de compostos fendlicos (TPC/TFC), em
concordancia com o observado para outras espécies do género.

Consequentemente, a prevaléncia de terpenoides em detrimento de compostos

fendlicos pode ser a explicacdo mais plausivel para os resultados obtidos
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posteriormente na avaliagao da atividade antioxidante do EEP de F. varia. Embora o
potencial antioxidante da propolis seja geralmente associado a presenga de
compostos fendlicos, especialmente acidos fendlicos e flavonoides, reconhecidos
como importantes antioxidantes naturais (Kurek-Gorecka et al. 2013), no caso do EEP
de F. varia, os terpenoides constituem a classe majoritaria. Esses metabolitos
apresentam outras atividades biolégicas relevantes, conforme descrito anteriormente,
0 que pode justificar o desempenho antioxidante mais discreto observado para estes
extratos.

Estudos com F varia coletadas em Alfenas - MG também indicam
predominancia de terpenoides (diterpenos e triterpenos possivelmente glicosilados),
sem deteccao significativa de flavonoides, reforgando que a propolis de abelhas sem
ferrdo compartilha classes de compostos predominantes (Hipdlito, 2013). Além disso,
Campos et al. (2011) identificaram o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinadmico (artepelin C),
atribuindo posteriormente a esse composto a atividade antimicrobiana observada na
propolis de F. varia de Minas Gerais.

De forma mais ampla, a composi¢ao quimica da propolis de abelhas sem ferrao
€ altamente variavel, influenciada pela espécie de abelha, col6nia, condigbes
ambientais e, principalmente, pela fonte vegetal utilizada. As plantas fornecem resinas
e oOleos contendo acidos graxos, parafinas, ésteres, aminoacidos, carotenoides,
fendlicos, isoprenoides, glicosideos e saponinas. Algumas espécies vegetais
importantes para essas abelhas incluem representantes das familias
Melastomataceae = (Mouriri), = Gesneriaceae  (Drymonia) e  Malpighiaceae
(Stigmaphyllon) (Sanches; Pereira; Serrao, 2017).

Exemplos de variabilidade quimica incluem a propolis de M. quadrifasciata
quadrifasciata, que contém &acido galico, vanilina, acido p-cumarico e quercetina,
enquanto T. angustula apresentou apenas acido galico detectado por HPLC-DAD
(Torres et al. 2018). Essa diversidade reflete a preferéncia das abelhas por diferentes
plantas e a variabilidade genética entre espécies, resultando em distintas atividades
bioldgicas.

A andlise de compostos fendlicos € complexa devido a diversidade e
reatividade desses compostos, mas técnicas modernas como HPLC acoplado a

espectrometria de massa permitem sua detecgdo e caracterizagdo (Mohdaly et al.
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2015). Dos Santos et al. (2017) demonstraram que, extratos aquosos de M.
quadrifasciata contém fendis, taninos, flavonas, flavondis, xantonas e catequinas,
enquanto extratos hidroalcodlicos também apresentaram saponinas, triterpenos e
esteroides. De modo semelhante, extratos de T. angustula apresentaram fendis,
taninos, flavonas, flavondis, xantonas, esteroides e triterpenos, com catequinas
detectadas nos extratos hidroalcodlicos, destacando que o tipo de solvente utilizado
na extracado influencia diretamente os compostos isolados, de modo que diferentes
solventes podem extrair seletivamente terpenoides, fendlicos ou flavonoides, mesmo

quando se trata de uma mesma propolis.

4.5 AVALIACAO DAATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS ETANOLICOS
DE PROPOLIS DE Frieseomelitta varia

Neste estudo, a atividade antioxidante da propolis coletada de diferentes fontes
foi avaliada por meio de dois ensaios de sequestro de radicais livres (DPPH e ABTS)
amplamente descritos na literatura (Popova, Trusheva e Bankova, 2021), além de um
ensaio de poder redutor (FRAP) e um ensaio de capacidade de absorgcao de oxigénio
(ORAC).

Até o momento, ndo ha registros sobre a atividade antioxidante da propolis de
F. varia. Por esse motivo, os resultados obtidos foram comparados, sempre que
possivel, com estudos prévios envolvendo outras espécies do género Frieseomelitta
spp., pesquisas conduzidas pelo grupo do professor Masaharu lkegaki ou estudos
com outras espécies de abelhas sem ferrao.

No Brasil, as propolis verde e vermelha sdo as mais estudadas (Andrade et al.
2017); portanto, dados sobre o potencial antioxidante dessas propolis, bem como da
prépolis marrom, também foram incluidos para fins de comparacgao.

A atividade antioxidante dos EEP de F. varia foi investigada por diferentes
ensaios in vitro, avaliando tanto sua agao sobre radicais livres especificos quanto seu
potencial redutor. Estes métodos representam as abordagens mais comuns para a
determinagdo do potencial antioxidante em diversos compostos. E importante
destacar que a capacidade antioxidante das amostras bioldgicas pode variar conforme

o tipo de radical livre ou agente oxidante utilizado no ensaio.
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Al-Duais et al. (2009) enfatizam que esses ensaios fornecem uma gama ampla
de resultados, mas nunca devem ser interpretados isoladamente, devendo ser
analisados com cautela. Uma abordagem multifacetada, envolvendo diversos
ensaios, é essencial para compreender de forma abrangente o desempenho
antioxidante de uma substancia (Jeong et al. 2024).

Alam, Bristi e Rafiquzzaman (2013) reforcam que a atividade antioxidante nao
deve ser concluida com base em um unico modelo de teste, sendo pratica comum a
realizacdo de multiplos ensaios in vitro para uma avaliacdo mais completa das

amostras de interesse.

4.5.1 Potencial antioxidante pela eliminacgao de radicais livres do DPPH

A seguir (Tabela 5), estdo os resultados das analises do potencial antioxidante,

medido pelo método DPPH, nos EEP produzidos por F. varia.

Tabela 5 — Atividade antioxidante (DPPH) em extratos etandlicos de prépolis (EEP)
de Frieseomelitta varia.

Amostras DPPH (umol TEAC/g de EEP * desvio
padrao) *
A1 24,79 + 0,19
A2 30,72 £ 0,74¢
A3 26,44 + 0,31¢
A4 21,92 + 0,112

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).
Legenda: umol TEAC/g (capacidade antioxidante equivalente de Trolox por grama de EEP).
*Nota: Médias seguidas de mesma letra nao se diferem estatisticamente pelo teste Tukey (a=0,05).

O ensaio DPPH avalia a capacidade de um extrato em neutralizar radicais
livres. Os resultados indicaram diferengas estatisticamente significativas entre as
amostras, com valores de potencial antioxidante variando de 21,92 + 0,11 a 30,72 +
0,74 umol TEAC/g de EEP (Tabela 5). A amostra A2 apresentou o maior potencial,
com 30,72 + 0,74 umol TEAC/g, evidenciando sua maior eficiéncia na neutralizagao
dos radicais DPPH.
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Comparativamente, os valores obtidos foram semelhantes aos relatados por
Hipdlito (2013) para prépolis de F. varia coletadas em Alfenas, MG, que variaram entre
23,11 £ 0,63 e 37,84 + 4,22 umol TEAC/g.

Estudos em outras espécies de abelhas também apontam variacdes
significativas no potencial antioxidante. Souza et al. (2018), utilizando a metodologia
IC50 (que indica a concentrag&o necessaria para inibir 50% dos radicais livres, sendo
que um menor IC50 reflete maior eficiéncia antioxidante), determinaram valores de
8,47 + 0,00040 a 8,81 £ 0,00002 pg/mL para EEP de F. longipes de Belém, e 3,74 +
0,00020 ug/mL para A. mellifera (Belém). Nunes (2018) encontrou IC50 de 46,39
Mg/mL para EEP de F. doederleini do Rio Grande do Norte, enquanto Santini et al.
(2024) reportaram IC50 de 29,76 + 3,36 ug/mL para EEP de M. rufiventris de Minas
Gerais.

Além disso, Torres et al. (2018) encontraram IC50 de 241,8 ug/mL para M.
quadrifasciata quadrifasciata e 2433,0 yg/mL para T. angustula, ambas do Ceara.
Andrade et al. (2017) relatou valores de 4554,35 * 80,20, 4663,80 + 68,01 e 4431,00
+ 45,11 umol TEAC/g de prépolis verde, vermelha e marrom de A. mellifera,
respectivamente, da regido Nordeste.

Ja Cochut (2024) observou valores de 173,89 £ 40,25 a 197,695 * 26,54 umol
TEAC/g em geopropolis de M. capixaba do Espirito Santo, e Silva (2023) registrou
54,79 £ 1,64 uymol TEAC/g para o extrato etandlico de geopropolis (EEGP) de M.
quadrifasciata do Parana.

Apesar de amplamente utilizado, o método DPPH apresenta limitagdes,
especialmente em fungao das variagdes nos protocolos, que dificultam comparagdes
diretas entre estudos, além da baixa solubilidade do radical em meio aquoso, da
sensibilidade as condicdes experimentais, da interferéncia da cor e da turbidez da
amostra e da seletividade de reacao e cinética variavel para diferentes classes de
compostos antioxidantes (Oliveira, 2015). Ainda assim, sua simplicidade, baixo custo
e eficacia na avaliagdo do poder antioxidante por sequestro de radicais ou doacao de
hidrogénio tornam-no uma ferramenta relevante (Kedare; Singh, 2011).

Os resultados evidenciam a variabilidade do potencial antioxidante entre
espécies de abelhas e regides, reforcando a necessidade de estudos locais, uma vez

que fatores ambientais influenciam a composicdo quimica dos extratos e,
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consequentemente, sua atividade antioxidante (Calegari et al. 2017; Kurek-Gérecka
et al. 2022; Karlidag, 2025). Além disso, diferengas qualitativas e quantitativas nos
compostos fendlicos, especialmente os lipofilicos, como flavonoides metoxilados e
derivados prenilados, podem explicar a maior eficiéncia na neutralizacdo do radical
DPPHe (Santos; Silva, 2020).

Outros fatores, como a origem botanica da resina, periodo de coleta e eficiéncia
da extragao etandlica, também impactam o perfil quimico e a atividade antioxidante
dos extratos (Dawidowicz; Wianowska; Olszowy, 2012; Molole; Gure; Abdissa, 2022).
Vale ressaltar que o DPPH avalia principalmente o poder redutor do antioxidante, ou
seja, a capacidade de doar elétrons e se oxidar, ndo detectando compostos com

atividade pré-oxidante (Santos; Silva, 2020).

4.5.2 Potencial antioxidante pela eliminagao de radicais livres do ABTS

A Tabela 6 abaixo apresenta os valores obtidos nas analises do potencial

antioxidante para o sequestro do radical ABTS nos EEP de F. varia.

Tabela 6 — Atividade antioxidante (ABTS) em extratos etandlicos de prépolis (EEP)
de Frieseomelitta varia.

Amostras ABTS (umol TEAC/g de EEP *
desvio padrao) *
A1 162,02 + 5,742
A2 212,02 + 8,19
A3 237,58 £ 1,81¢
A4 173,00+ 4,392

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).
Legenda: ymol TEAC/g (capacidade antioxidante equivalente de Trolox por grama de EEP).
*Nota: Médias seguidas de mesma letra n&o se diferem estatisticamente pelo teste Tukey (a=0,05).

O ensaio ABTS avalia a capacidade antioxidante dos compostos presentes na
prépolis por meio de um mecanismo predominantemente baseado na transferéncia de
elétrons, no qual ocorre a reducdo do radical cation ABTS:-* Os resultados
demonstraram auséncia de diferengcas estatisticamente significativas entre as

amostras, com valores variando entre 162,02 + 5,74 e 237,58 + 1,81 ymol TEAC/g de
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EEP. Entre elas, a amostra A3 apresentou o maior potencial antioxidante (237,58 +
1,81 ymol TEAC/q).

Ao comparar os dados obtidos com os de Hipdlito (2023), que investigou
amostras de F. varia coletadas em Alfenas (MG), observa-se que os valores deste
estudo se encontram em faixa semelhante, ainda que ligeiramente superiores aos
relatados pelo autor (107,88 a 166,22 umol TEAC/g), sugerindo diferencas moderadas
no potencial antioxidante das amostras.

A literatura também evidencia ampla variagdo nos resultados para atividade
antioxidante medida por ABTS. Nunes (2018), por exemplo, encontrou IC50 = 440,44
Mg/mL para prépolis de F. doederleini (RN). Ja Cochut (2024) registrou valores entre
119,15 £ 34,74 ymol e 139,61 = 23,32 umol em EEGP de M. capixaba (ES). Silva
(2023), por sua vez, observou capacidade antioxidante significativa no EEGP de M.
quadrifasciata (PR), embora utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (CLAE-FR), metodologia distinta da empregada aqui.

Em relagdo as propolis verde, vermelha e marrom de A. mellifera da regiao
Nordeste, Andrade et al. (2017) reportaram valores muito superiores, de 2214,96 +
20,61; 2913,55 £ 95,2; e 1868,45 + 131,39 umol TEAC/g, respectivamente.

Segundo Santos e Silva (2020), valores mais elevados obtidos no ensaio ABTS
geralmente se relacionam a presencga de compostos hidrossoluveis, como os acidos
fendlicos, capazes de transferir elétrons de maneira eficiente em meio aquoso. Assim
como nos demais métodos antioxidantes, as diferencas observadas entre amostras
refletem a variabilidade da composicdo quimica e dos teores de fendlicos e
flavonoides, influenciados pelas fontes vegetais exploradas pelas abelhas. Esses
autores destacam ainda que o ABTS apresenta maior sensibilidade para compostos
polares, justificando valores mais altos quando comparado ao DPPH.

Além disso, a solubilidade do ABTS tanto em meios aquosos quanto organicos,
e sua nao interferéncia por variagdes na forca idnica, permitem avaliar a atividade de
substancias hidrofilicas e lipofilicas, ao contrario do DPPH, que s6 é soluvel em

solventes organicos (Kuskoski et al. 2005).

4.5.3 Potencial antioxidante pelo poder redutor do ferro (FRAP)
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A Tabela 7 apresenta os resultados do ensaio FRAP, que avalia o potencial

redutor do ferro nos EEP de F. varia.

Tabela 7 — Atividade antioxidante (FRAP) em extratos etandlicos de propolis (EEP)
de Frieseomelitta varia.

Amostras FRAP (umol FeSO,/g de EEP * desvio
padrao) *
A1 52,50 + 13,362
A2 54,65 + 4,622
A3 52,47 + 2,422
A4 54,07 + 7,292

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).
Legenda: ymol FeSO,/g (equivalentes de sulfato ferroso por grama de EEP).
*Nota: Médias seguidas de mesma letra nao se diferem estatisticamente pelo teste Tukey (a=0,05).

O ensaio FRAP quantifica a capacidade do extrato em reduzir ions férricos
(Fe®**) a ferroso (Fe?*), indicando seu potencial antioxidante. Os resultados
demonstraram auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre as amostras,
com variagao entre 52,47 + 2,42 e 54,65 + 4,62 uM FeSO,/g de EEP.

A literatura sobre o potencial antioxidante da propolis de abelhas do género
Frieseomelitta, especialmente da espécie F. varia, ainda € limitada, principalmente em
relacdo aos métodos mais utilizados, como DPPH e ABTS. Além disso, trabalhos que
empregam o0 ensaio FRAP sdo ainda mais escassos. Hipdlito (2013), ao analisar
amostras da mesma espécie coletadas em Alfenas (MG), relatou valores entre 62,45
e 81,77 uyM FeSO,/qg, ligeiramente superiores aos observados no presente estudo.

Resultados mais elevados também sao descritos para propolis de outras
espécies. Cochut (2024), por exemplo, registrou valores de 345,68 + 10,99 a 435,36
1 54,96 ymol FeSO,/g em EEGP de M. capixaba (ES). De maneira similar, Silva (2023)
verificou 2.467,33 + 223,45 ymol FeSO,/g na geoprépolis de M. quadrifasciata (PR).
Para as propolis verde, vermelha e marrom de A. mellifera da regido Nordeste,
Andrade et al. (2017) relataram valores de 604,20 + 20,72; 633,18 + 40,20; e 471,51
+ 37,79 ymol FeSO,/qg, respectivamente.

O potencial redutor observado esta diretamente relacionado a capacidade dos
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compostos fendlicos de doar elétrons e promover a conversao de Fe** para Fe?*. Essa
atividade depende do perfil quimico dos extratos, especialmente da presenga de
acidos fendlicos (como acido cafeico e acido p-cumarico) e flavonoides com grupos
hidroxila livres (Rice-Evans; Miller; Paganga, 1996; Skroza et al. 2022). Assim, fatores
sazonais e ambientais que influenciam a disponibilidade e a composi¢cao das resinas
coletadas pelas abelhas podem explicar as diferengas observadas entre estudos
(Teixeira et al. 2010).

4.5.4 Potencial antioxidante pela capacidade de absorcao de radicais livres de
oxigénio (ORAC)

Os resultados obtidos no ensaio ORAC, que avaliou a capacidade dos extratos
etandlicos de prépolis de F. varia de absorver radicais de oxigénio estdo expressos na

Tabela 8 a seguir.

Tabela 8 — Atividade antioxidante (ORAC) em extratos etandlicos de prépolis (EEP)
de Frieseomelitta varia.

Amostras ORAC (umol TEAC/mg de EEP *
desvio padrao) *
A1 2,276 + 0,50¢
A2 1,287 + 0,652
A3 1,762 £ 2,10°
A4 1,535 + 1,59

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).
Legenda: pmol EAC/mg (capacidade antioxidante equivalente de Trolox por miligrama de EEP).
*Nota: Médias seguidas de mesma letra n&o se diferem estatisticamente pelo teste Tukey (a=0,05).

A amostra com maior atividade antioxidante no ensaio ORAC foi A1 (2,276 +
0,50¢), seguida por A3 (1,762 = 2,10°). A amostra A4 apresentou valor intermediario
(1,535 £ 1,592b), ndo diferindo estatisticamente de A2 (1,287 + 0,652), que registrou o
menor potencial antioxidante entre os EEP avaliados.

Ao comparar esses resultados com os de Hipdlito (2013), observa-se que
aquela autora relatou valores entre 0,18276 e 0,44131 umol TEAC/mg para propolis

de F. varia coletadas em Alfenas (MG), indicando valores inferiores aos observados
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neste estudo, o que sugere maior potencial antioxidante nas amostras avaliadas. A
autora levantou a hipotese de que a atividade antioxidante avaliada pelo método
ORAC poderia ser mais elevada caso essas propolis apresentassem maiores
concentracdes de compostos fendlicos, especialmente flavonoides. A analise por CCD
indicou predominantemente a presenga de terpenoides, os quais, segundo a autora,
nao parecem contribuir de forma expressiva para a atividade antioxidante dessas
amostras.

Andrade et al. (2017) relataram valores de 6,73487 + 0,12456 pmol TEAC/mg
para prépolis verde, 6,66575 + 0,05878 umol TEAC/mg para prépolis vermelha e
5,34384 + 0,11494 pmol TEAC/mg para propolis marrom, evidenciando maior
atividade antioxidante nessas matrizes. Os autores atribuiram essa diferenca a maior
diversidade e abundancia de compostos fendlicos presentes nesses extratos.

Mais recentemente, Cochut (2024) encontrou valores de 3,432 + 0,212 umol
TEAC/mg para a amostra PA, 0,295 £ 0,025 ymol TEAC/mg para a amostra FG e
1,202 + 0,130 ymol TEAC/mg para a amostra CAM, do Espirito Santo, demonstrando
grande variagao quimica entre amostras provenientes de diferentes fontes botanicas
e regides de coleta.

A diversidade quimica da propolis de F. varia esta diretamente relacionada a
coleta de resinas de multiplas espécies vegetais, o que reflete a influéncia da origem
botanica e de fatores ambientais sobre sua bioatividade antioxidante (Teixeira et al.
2010). Assim, variagdes como regido de coleta, sazonalidade e método de extragao
também podem explicar as diferencas observadas entre os resultados deste estudo e
aqueles descritos na literatura, uma vez que o tipo de propolis, definido pela planta de
origem, determina sua composi¢gao quimica e, consequentemente, sua capacidade
antioxidante (Vieira et al. 2023).

No ensaio ORAC, que avalia a capacidade de absorg¢ao de radicais peroxila em
meio bioldgico simulado, a variacdo entre as amostras reflete ndo apenas a
concentracdo, mas também possiveis interagbes sinérgicas entre compostos
fendlicos e flavonoides (Mufioz et al. 2007). Essa sinergia pode potencializar o efeito
antioxidante total dos extratos. Além disso, o método ORAC pode ser aplicado tanto
em sistemas hidrofilicos quanto lipofilicos, detectando radicais hidroxila e peroxila

formados durante reagdes de oxidacao lipidica e processos baseados em
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transferéncia de atomos de hidrogénio (Santos; Silva, 2020).

Por empregar radicais peroxila, considerados biologicamente relevantes, os
resultados obtidos no método ORAC podem ser relacionados a atividade antioxidante
em sistemas biologicos reais (Skroza et al. 2022).

Com base nos resultados dos diferentes métodos aplicados, evidencia-se que
a atividade antioxidante total de uma amostra nao pode ser prevista apenas a partir
das propriedades individuais dos seus compostos. Em geral, o efeito global resulta da
combinagao entre os constituintes, que podem atuar de forma sinérgica, aditiva ou
antagobnica (Skroza et al. 2022). Ademais, cada ensaio avalia mecanismos quimicos
especificos, de modo que os compostos fendlicos podem apresentar respostas

distintas dependendo do método empregado.

4.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vitro DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE
PROPOLIS DE Frieseomelitta varia

A atividade antimicrobiana dos EEP de F. varia foi avaliada in vitro e a analise
esta detalhada na Tabela 9. Os resultados indicam que todos os quatro EEP
apresentaram atividade antimicrobiana contra a cepa de Bacillus cereus, com
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) variando entre 500 e 1.000 uyg/mL. Nenhuma
atividade foi observada contra as demais cepas de microrganismos gram-positivos,
gram-negativos e leveduras testadas, mesmo na concentracdo maxima de 4.000

Mg/mL.
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Tabela 9 — Atividade inibitoria e microbicida in vitro dos extratos etandlicos de
prépolis (EEP) de Frieseomelitta varia contra diferentes microrganismos

EEP (ug/mL- 1)

Microrganismos e cepas testadas

CIM CMM
Gram positivas
Bacillus cereus ATCC 11778 500 - 1.000 N.A
Listeria innocua CLIST 2050 N.A N.A
Listeria monocytogenes CLIST 2035 N.A N.A
Staphylococcus aureus ATCC 6538 N.A N.A
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 N.A N.A
Streptococcus mutans ATCC 25175 N.A N.A
Gram negativas
Escherichia coli ATCC 8739 N.A N.A
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 N.A N.A
Leveduras
Candida albicans ATCC 90028 N.A N.A
Candida krusei ATCC 6458 N.A N.A

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).
Legenda: CIM (Concentragdo Inibitéria Minima), CMM (Concentracdo Microbicida Minima) e N.A
(Nao ativo nas concentracdes testadas).

A diferenga na eficacia dos EEP pode ser atribuida a complexidade estrutural e
a composigao da parede celular de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos,
0 que contribui para uma maior resisténcia destes ultimos a acdo de agentes
antimicrobianos, conforme destacado por Przybytek e Karpinski (2019). E possivel
que, em concentracdes mais elevadas, os EEP avaliados apresentem acao inibitéria
também contra outras bactérias Gram-positivas.

A atividade antimicrobiana observada contra B. cereus foi classificada como
fraca a moderada, com valores de CIM variando entre 500 e 1.000 pg/mL. De acordo
com Duarte et al. (2007), extratos com CIM =< 500 pg/mL s&o considerados fortes
inibidores; entre 600 e 1.500 ug/mL, apresentam atividade moderada; e acima de
1.600 ug/mL, atividade fraca. Por sua vez, Holetz et al. (2002) classificam como boa
a atividade com CIM < 100 pg/mL, moderada entre 100 e 500 pug/mL, fraca entre 500

e 1.000 pg/mL e inativa para valores superiores a 1.000 pug/mL.
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Apesar da inibicdo bacteriana, ndo houve efeito microbicida contra B. cereus,
visto que todos os micropogos apresentaram crescimento bacteriano apds repicagem
em agar Mueller-Hinton.

A espécie B. cereus é amplamente distribuida em ambientes naturais,
especialmente no solo, sendo conhecida por causar intoxicagdes alimentares
associadas ao consumo de alimentos contaminados (Bottone, 2010; Dietrich et al.
2021).

A literatura revela variagbes expressivas na atividade antimicrobiana da
prépolis de F. varia. Hipdlito (2013) observou atividade consideravelmente superior a
deste estudo, com CIM entre 15,625 e 31,25 ug/mL contra B. cereus em extratos
secos de propolis coletadas em Alfenas. A autora ainda reportou agao contra S. aureus
(250-500 ug/mL), ndo detectada no presente trabalho, além de inibicdo frente a S.
agalactiae e Enterococcus casseliflavus, nao avaliados aqui.

Santini et al. (2024), ao investigar EEP de M. rufiventris, identificaram atividade
potente contra B. cereus (50-100 ug/mL) e S. aureus, além de atividade moderada
frente a outras espécies, como S. epidermidis, L. monocytogenes, S. mutans e
C.krusei, as quais nao foram inibidas no presente estudo. E inibicdo para C. glabrata
e C. parapsilosis, que nao foram testados no presente estudo.

Campos et al. (2011) relataram em seu estudo que, embora a maioria das
propolis de abelhas sem ferrdo de Minas Gerais tenha sido inativas no método de
difusdo em agar, a propolis de F. varia inibiu Aeromonas hydrophila, B. subtilis e S.
aureus. A atividade observada foi atribuida a artepilina C, composto fendlico
caracteristico da propolis verde brasileira e presente em A. mellifera, que apresentou
CIM de 62,5 ug/mL contra B. subtilis e 250 pg/mL contra S. aureus. A autora destaca
que variagdes sazonais e de colmeias podem influenciar a expressao da atividade
antimicrobiana.

Esse comportamento sazonal é reforcado pelos achados de Castro et al.
(2007), que verificaram diferencas significativas nos valores de CIM e CMM da
prépolis de A. mellifera ao longo do ano. A composigao quimica da prépolis se modifica
conforme a estagao, refletindo diretamente em sua atividade antibacteriana. Assim, a
propolis de abelhas nativas, como F. varia, pode apresentar maior potencial

antimicrobiano dependendo da época de coleta e das espécies vegetais exploradas.
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Souza et al. (2018) investigaram a propolis de F. longipes e observaram que B.
cereus foi o microrganismo mais suscetivel ao extrato, com CIM de 7,8 ug/mL. Além
disso, E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e C. tropicalis também foram
sensiveis ao tratamento.

Nunes (2018) analisou a propolis de F. doederleini e verificou atividade contra
P. aeruginosa (CIM de 3,125 pg/mL), S. aureus, E. coli e C. albicans (CIM de 12,5
pg/mL). De forma complementar, Rocha et al. (2023) relataram agdo contra C.
albicans (CIM de 256 pg/mL), E. coli e E. faecalis (CIM de 1.024 ug/mL) para essa
mesma especie de propolis.

Torres et al. (2018) observaram que os EEP de abelhas sem ferrdo
apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as cepas testadas (S. aureus,
MRSA isolado clinico, E. faecali, E. coli e Klebsiella pneumoniae), embora com valores
de CIM considerados relativamente alto, entre 2.000 e 7.000 ug/mL, o que caracteriza
uma eficacia antimicrobiana baixa a moderada. Os autores destacaram que, apesar
da maior resisténcia das bactérias Gram-negativas, houve inibigdo de E. coli e K.
pneumoniae com CIMs de 5.000 a 7.000 pg/mL, evidenciando que os EEP de M.
quadrifasciata quadrifasciata e T. angustula também apresentam algum potencial
contra microrganismos deste grupo.

Assim como observado na atividade antioxidante, as diferencas na acao
antimicrobiana da prépolis refletem a influéncia de fatores ambientais e botanicos
sobre sua composi¢gdo quimica, a qual determina suas propriedades farmacoldgicas
(Albanese et al. 2025). O papel dos compostos fendlicos na neutralizagao de radicais
livres e prevencdo de danos celulares esta bem estabelecido; entretanto, seus
mecanismos de agdo antimicrobiana ainda n&o sao totalmente compreendidos (Al-
Hatamleh et al. 2020). Nesse contexto, a atividade antimicrobiana da propolis de
abelhas sem ferrdo também pode variar amplamente conforme sua composi¢cao
quimica.

Gomes et al. (2024) observaram que os extratos de prépolis de Bora ( Tetragona
clavipes) do Distrito Federal e de mandacaia (M. quadrifasciata) de Santa Catarina
apresentaram maior eficacia antimicrobiana do que as prépolis verdes de A. mellifera
avaliadas. Os autores sugerem que niveis reduzidos de compostos fendlicos e

atividade antioxidante podem limitar a acdo antimicrobiana, como observado para a
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prépolis de Tubuna (S. bipunctata). Além disso, verificaram que extratos alcodlicos
foram mais ativos que os aquosos, indicando que o etanol € mais eficiente na extragcéao
de compostos bioativos associados a atividade antimicrobiana. Esses resultados
sugerem uma possivel correlagdo positiva entre teor de fendlicos, atividade
antioxidante e eficacia antimicrobiana.

No entanto, essa relagdo nao é deterministica. Estudos demonstram que nao
apenas a quantidade total de fendlicos, mas principalmente a natureza dos compostos
presentes, influencia a bioatividade, ja que os metabdlitos responsaveis pelas
atividades antioxidante e antimicrobiana podem ser distintos (Cabral et al. 2012; Nina
et al. 2015). A atividade global dos extratos depende tanto de sinergias quimicas
quanto da presenca de compostos especificos, com mecanismos distintos avaliados
em cada ensaio antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP e ORAC). Assim, enquanto
determinados flavonoides e acidos fendlicos contribuem majoritariamente para a
atividade antioxidante, outros metabdlitos podem ser os principais responsaveis pela
acao antimicrobiana (Nichitoi et al. 2021).

Portanto, a caracterizagao quimica detalhada da propolis € essencial, pois a
simples determinacao de fendlicos totais ndo permite prever com precisao sua eficacia
terapéutica.

Com base nos resultados in vitro, foram conduzidos ensaios in vivo utilizando
o modelo G. mellonella para avaliar a eficacia dos EEP de F. varia frente a B. cereus,
0 unico microrganismo que apresentou sensibilidade ao extrato nas condigbes

experimentais adotadas.

4.7 ANALISE DA ATIVIDADE BIOLOGICA DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE
PROPOLIS DE Frieseomelitta varia in vivo EM MODELO ALTERNATIVO DE

Galleria mellonella

4.7.1 Avaliagao da toxicidade em modelo sistémico in vivo de Galleria

mellonella

A toxicidade dos EEP de F varia in vivo foi avaliada utilizando o modelo de

larvas de G. mellonella, considerando a taxa de sobrevivéncia e o indice de saude dos
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individuos. Este ultimo foi calculado com base na analise de parametros como
melanizag¢ao, formacdo de casulos e atividade locomotora das larvas, conforme
metodologia proposta por Loh et al. (2013). Os resultados obtidos s&o apresentados
nos graficos a seguir.

Em comparagdo aos modelos tradicionais com mamiferos, as larvas de G.
mellonella apresentam vantagens significativas: podem ser obtidas em grande
quantidade, possuem baixo custo, sdo de manejo simples e ndo demandam
infraestrutura laboratorial complexa (Pereira et al. 2018).

Conforme evidenciado na Figura 14, apds 72 horas, todos os individuos dos
grupos tratados com os EEP de F. varia, bem como os controles, sobreviveram a
inoculagdo da dose de 1600 mg/kg (equivalente a uma concentragdo de 40 mg/mL).
Esse resultado indica que, nas condi¢cbes testadas, os extratos ndo apresentaram
toxicidade aguda capaz de comprometer a sobrevivéncia das larvas, nao havendo

diferencga estatistica significativa entre os grupos.

Figura 14 — Porcentagem de sobrevivéncia das larvas de Galleria
mellonella inoculadas com extratos etandlicos de propolis (EEP) de
Frieseomelitta varia apés 72 horas
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor (2025).

Resultados semelhantes foram reportados por Santini et al. (2024), que

observou que o EEP de M. ruventis nao apresentou toxicidade nas doses de 32, 16 e
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4 mg/kg, mantendo a porcentagem de sobrevivéncia das larvas inalterada apos 72
horas. No entanto, vale destacar que a maior dose testada por Santini et al. (2024),
32 mg/kg, € consideravelmente inferior a dose utilizada no presente estudo (1600
mg/kg). Silva (2023) também n&o observou efeito toxico significativo ao avaliar o
EEGP de M. quadrifasciata em larvas de G. mellonella nas concentragdes de 32 mg/kg
(800 pg/mL), 16 mg/kg (400 ug/mL) e 4 mg/kg (100 ug/mL), em comparagéo ao
controle.

Em contraste, Cochut (2024) relatou que os EEGP de M. capixaba
apresentaram efeito citotoxico, com porcentagem de sobrevivéncia variando entre
80% e 60% nas larvas tratadas. Esses resultados sugerem que a toxicidade dos
extratos de propolis pode variar dependendo da espécie.

O indice de saude (Figura 15) demonstrou que, ao final de 72 horas, todos os
individuos apresentaram um indice superior a 90%, sem diferenga estatistica
significativa entre os grupos. No entanto, observou-se uma pequena oscilagido nos
parametros de saude ao longo dos dias, como melanizagéo, formagao de casulos e
movimentagado das larvas. Essas variagbes, embora nao significativas, podem estar
relacionadas a variagbes naturais no metabolismo das larvas ou a respostas

adaptativas ao tratamento.
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Figura 15 — indice de saude das larvas de Galleria mellonella inoculadas
com extratos etandlicos de prépolis (EEP) de Frieseomelitta varia apos 72
horas
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Cochut (2024) observou que uma de suas amostras de M. capixaba reduziu o
indice de saude das larvas para menos de 40%, sugerindo que alguns extratos de
propolis podem comprometer a saude das larvas mesmo quando nao afetam
significativamente a sobrevivéncia.

Rodrigues et al. (2025) investigaram diferentes concentragdes (0,01, 0,05, 2, 6
e 8 mg/mL) de propolis de Géres, em Portugal, administradas por distintas vias
(inje¢do na hemocele e aplicagao tépica), e verificaram que n&do houve diferencas
estatisticamente significativas na sobrevivéncia entre larvas tratadas e controles.
Assim, nas condi¢cbes avaliadas, a propolis ndo apresentou sinais de toxicidade
aguda.

De maneira semelhante, Pedrinha et al. (2024) também relataram auséncia de
efeitos toxicos em G. mellonella quando submetida a extratos de prépolis verde seca
nas concentracdes de 1 a 3 mg/mL, sugerindo uma boa tolerabilidade do modelo
biolégico a essas doses.

Da Cunha et al. (2020) reforcam essa tendéncia ao demonstrarem que uma
cumarina isolada de geopropolis de M. Scutellaris, a cinamoiloxi-mameisina (CNM),

ndo provocou toxicidade significativa em larvas expostas a doses de 2, 10 e 20 mg/kg.
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A seguranga também tem sido observada em modelos vertebrados. Mani et al.
(2006), ao avaliarem a administragcao prolongada de prépolis em ratos, utilizando
diferentes concentragdes, solventes extratores e tempos de exposi¢cédo, constataram
que nao ocorreram alteracbes nos parametros bioquimicos relacionados ao
metabolismo lipidico e a fungcdo cardiaca. Os autores destacam que o consumo
continuo de propolis por longos periodos, especialmente em doses proximas de 1
mg/kg/dia, ndo parece induzir danos sistémicos detectaveis.

Apesar disso, Dos Santos et al. (2017) ressaltam que o uso de prépolis como
agente terapéutico deve ser acompanhado de cautela. Dependendo da origem dos
materiais coletados pelas abelhas, o produto pode apresentar contaminantes como
metais pesados ou substancias toxicas incorporadas acidentalmente, além de poder
desencadear reagdes alérgicas em individuos sensiveis. Dessa forma, a qualidade
ambiental e botanica do entorno dos apiarios € determinante para a seguranca e
eficacia do produto final.

A auséncia de toxicidade dos EEP de F. varia nas condicdes testadas indica um
perfil de seguranga preliminar in vivo. Esses dados sugerem que o extrato pode ser
considerado seguro para aplicagdes biolégicas ou terapéuticas, justificando sua
continuidade em estudos de eficacia, inclusive em modelos vertebrados, como parte

de uma triagem mais avancada do seu potencial terapéutico.

4.7.1 Avaliagao da atividade antimicrobiana em modelo sistémico in vivo de

Galleria mellonella

A atividade antimicrobiana dos EEP de F. varia in vivo foi avaliada utilizando
larvas de G. mellonella, considerando-se a porcentagem de sobrevivéncia e o indice
de saude. Este ultimo foi determinado com base nos parametros de atividade das
larvas, formagao de casulo e melanizagao, conforme metodologia descrita por Loh et
al. (2013).

Os resultados estdo apresentados nas figuras a seguir. Como mostrado na
Figura 16, apos 24 h de infecgao por B. cereus, nenhum individuo tratado com os EEP
de F. varia sobreviveu, ao contrario do grupo controle negativo (agua destilada), que

manteve alta taxa de sobrevivéncia.
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Figura 166 — Porcentagem de sobrevivéncia das larvas de Galleria
mellonella infectadas com B. cereus e tratadas com os extratos etandlicos
de propolis (EEP) de Frieseomelitta varia apés 24 horas
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2025).

Resultados semelhantes foram observados por Silva (2023), ao avaliar a
geopropolis de M. quadrifasciata, que constatou que a sobrevivéncia das larvas frente
a S. aureus aumenta conforme se eleva a concentragao do extrato utilizado.

De acordo com Bruzadelli (2023), o tratamento com Phtalox® em larvas de G.
mellonella infectadas com S. aureus resultou em uma taxa de sobrevivéncia de 30%
ap6s 24 horas, desempenho semelhante ao observado no grupo tratado com
Clorexidina. Outro ponto relevante é que, nos grupos tratados exclusivamente com
Phtalox®, nado foram observadas mortes durante o periodo experimental, sugerindo
auséncia de toxicidade aguda desses compostos para G. mellonella. Por outro lado,
no grupo infectado apenas com o patégeno, todas as larvas morreram em até 10
horas, ressaltando a elevada viruléncia da bactéria quando ndo ha intervencao
terapéutica. De modo geral, Bruzadelli (2023) refor¢a que o Phtalox® possui atividade
antimicrobiana relevante in vivo, embora ainda necessite de otimizacdo de dose e
validacdo em outros modelos experimentais para melhor compreensido do seu
potencial terapéutico.

De forma complementar, a Figura 17 apresenta o indice de saude dos grupos
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analisados. O controle negativo exibiu valores superiores a 90%, enquanto os grupos
infectados com B. cereus e tratados com os EEP apresentaram indices inferiores a

5%, em decorréncia da mortalidade total dos individuos.

Figura 17 — indice de saude das larvas de Galleria mellonella infectadas com
B. cereus e tratadas com os extratos etandlicos de prépolis (EEP) de
Frieseomelitta varia apos 24 horas
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Fonte: Elaborado pelo préoprio autor (2025).

Embora os EEP de F. varia tenham demonstrado atividade antibacteriana
classificada entre fraca e moderada contra B. cereus em ensaios in vitro, essa eficacia
nao se traduziu em protegao in vivo, uma vez que nao foi observado retardo ou
impedimento da mortalidade das larvas.

E importante destacar que o modelo com G. mellonella apresenta limitagcdes. A
auséncia de um sistema imunoldgico adaptativo restringe a extrapolagao direta dos
resultados para vertebrados, sendo necessaria a validagdo em modelos adicionais
(Curtis; Binder; Kavanagh, 2022). Além disso, fatores como variagdes no manejo, na
origem e nas condicbes de armazenamento das larvas podem influenciar a
reprodutibilidade e dificultar a comparagéo entre estudos (Tsai; Loh; Proft, 2016;
Ménard et al. 2021).

5 CONCLUSAO
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O presente estudo permitiu caracterizar quimica e biologicamente os extratos
etandlicos de propolis (EEP) da abelha sem ferrdo Frieseomelitta varia, gerando
dados inéditos e contribuindo para a compreensao do potencial desta matriz apicola.

Os resultados demonstraram que a propolis de F. varia apresenta um perfil
quimico particular, marcado pela predominancia de terpenoides, com destaque para
acido corosdlico, acido desidroabiético e acido betulinico como constituintes
majoritarios sugeridos. Em contrapartida, os teores de compostos fendlicos totais
(21,57 a 25,65 mg EAG/g) e flavonoides totais (~0,13 mg EQ/g) foram classificados
como baixos a moderados quando comparados a padroes estabelecidos para propolis
de A. mellifera e de outras abelhas sem ferrdo. Essa composigdo quimica singular
parece ser determinante para as atividades biolégicas observadas.

Dessa forma, estudos futuros podem ser direcionados a investigagao de outras
atividades biologicas associadas aos compostos identificados, especialmente aquelas
previamente atribuidas a terpenoides presentes em propolis de diferentes origens.

A atividade antioxidante dos EEP, avaliada por quatro metodologias distintas
(DPPH, ABTS, FRAP e ORAC), foi modesta e variavel, refletindo diretamente o
reduzido contelido de fendis. Ainda assim, os resultados estdo em consonancia com
estudos anteriores envolvendo a mesma espécie e reforcam a importancia de
multiplas abordagens analiticas, considerando que distintos mecanismos de agao
antioxidante foram detectados (sequestro de radicais, poder redutor e transferéncia
de atomos de hidrogénio).

Nos ensaios antimicrobianos in vitro, os EEP de F. varia apresentaram espectro
de acdo limitado e poténcia classificada como fraca a moderada. A inibicado do
crescimento foi restrita a B. cereus (CIM entre 500 e 1000 pg/mL), ndo sendo
observada atividade contra outras bactérias Gram-positivas, Gram-negativas ou
leveduras testadas, mesmo na maior concentragéo avaliada (4000 pg/mL).

O modelo alternativo in vivo com G. mellonella revelou informacgdes relevantes
e complementares. A administracdo de dose elevada (1600 mg/kg) demonstrou
excelente seguranga, sem sinais de toxicidade aguda. Entretanto, no modelo de
infecgao por B. cereus, nao houve protegcao das larvas, resultando em mortalidade

total em 24 horas. Esses achados indicam que a atividade antimicrobiana observada
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in vitro nao foi suficiente para controlar uma infecgéo sistémica in vivo nas condi¢des

analisadas.
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