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EPIGRAFE

“Alguns homens véem as coisas como sao, e dizem ‘Por qué?’ Eu sonho com
as coisas que nunca foram e digo ‘Por que ndo?'”

(Geroge Bernard Shaw)



RESUumo

Analisou-se o espectro polinico de cento e trinta amostras de geopropolis das seguintes
espécies de Melipona: M. fasciculata, M. flavolineata, M. seminigra e M. subnitida. As amostras
foram coletadas no municipio de Santa Luzia do Parud, na regidao do Alto Turi, que pertence ao
dominio amazonico, do estado do Maranhao. Este estudo teve como objetivo reconhecer o perfil
fitogeografico e quimico de amostras da geopropolis de Melipona e auxiliar na caracteriza¢ao da
vegetacdo fornecedora de resina para estas abelhas. As amostras de geopropolis foram obtidas
mensalmente de dezembro/2013 a dezembro/2014 a partir de ninhos mantidos em caixas de
madeira em meliponario particular. A analise palinolédgica foi feita de acordo com a metodologia
padrao proposta por Barth (1998). O perfil quimico das amostras foi determinado por meio das
analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (CL-EM) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM). Também foram quantificados o teor de polifenois totais (TPT), por meio do uso dos
reagentes Folin-Ciocalteau e carbonato de sodio a 20%; de flavonoides totais (TFT) por meio do
método fotocolorimétrico com solu¢do metanolica de cloreto de aluminio (AICI3) a 5%, e da
atividade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos de geopropolis pelo ensaio do radical livre
DPPH (Brand-Williams et al. 1995). Foram identificados 148 tipos polinicos, distribuidos em 49
familias, 108 géneros e dois tipos ndo identificados. Nas amostras de geopropolis de M. subnitida
identificou-se 107 tipos polinicos distribuidos em 40 familias e 72 géneros. Nas de M. seminigra
foram observados 93 tipos polinicos, 37 familias e 70 géneros. Para M. flavolineata foram 98
tipos polinicos, pertencentes a 33 familias e 72 géneros. J& em M. fasciculata foram 64 tipos
polinicos, 28 familias e 53 géneros, sendo, portanto, a que apresentou menor riqueza de pélen
nas amostras. Fabaceae apresentou a maior riqueza de tipos polinicos (39 tipos), seguida de
Rubiaceae (11 tipos). Os tipos polinicos mais comuns as espécies de Melipona foram: Attalea
speciosa, Anacardium, Borreria verticilatta, Baccharis, Clusia, Chamaecrista, Croton,
Euterpe/Syagrus, Eucalyptus Hyptis, Mauritia, Mimosa pudica, M. caesalpinaefolia, Mouriri,
Myrcia/Psidium, Protium e Symphonia globulifera, que caracterizaram o perfil fitogeografico da
geopropolis dessa regido. Enquanto Anacardium, Ardisia, Baccharis, Caryocar, Clusia, Clusia
grandiflora, Eucalyptus, Eupatorium, Hyptis, Myrcia/Psidium, Platonia insignis, Protium,
Spondias, Symphonia globulifera, Tapirira e Vismia foram as possiveis espécies vegetais
fornecedoras de resina para a geopropolis de Melipona. Revelou-se a presenca de varios
compostos, que foram tentativamente caracterizados como acido quinico, derivados de
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benzofenonas, flavonoide O-glicosilado e xantonas. O composto mangiferina esteve presente em
todas as amostras. Também foi verificada a presenca de benzofenonas que parecem estar
envolvidas na biossintese de xantonas glicosiladas. Os extratos apresentaram teores de
flavonoides acima de 2% que permitem classifica-los, de acordo com a legislag@o brasileira como
geopropolis com alto teor de flavonoides. Para a atividade antioxidante ocorreu uma variagao de
2,20 a 44,35%. Houve uma variacao no teor de compostos fenolicos e flavonoides entre as
diferentes amostras das quatro espécies de Melipona analisadas. Os resultados obtidos indicam
que a espécie de abelha e a época de coleta, bem como a interagdo entre esses fatores, influenciam
a concentracdo de compostos bioativos na geopropolis. Desta forma, acreditamos que os
resultados obtidos contribuem significativamente para a caracterizagdo da geopropolis das
abelhas sem ferrdo proveniente da Amazonia Maranhense e evidenciam a importancia de
ampliarmos os estudos de caracterizacdo quimica e padronizacao dos parametros de qualidade
do produto, visto que este constitui uma rica fonte de compostos bioativos com grande potencial

farmacologico.

Palavras-Chave: Graos de pélen, flora meliponicola, abelhas sem ferrao, compostos fendlicos.



ABSTRACT:

We analyzed the pollen spectrum of one hundred and thirty geopropollis samples of the
following species of Melipona: M. fasciculata, M. flavolineata, M. seminigra and M. subnitida.
Samples were collected in the municipality of Santa Luzia do Paru4, in the Alto Turi region,
which belongs to the Amazon region, in the state of Maranhao. The objective of this study was
to recognize the phytogeographic and chemical profile of the Melipona geopropolis samples
and to help characterize the resin supplying vegetation for these bees. The geopropolis samples
were collected monthly from December/2013 to December/2014 from nests kept in wooden
boxes in a particular meliponary. The palynological analysis was done according to the standard
methodology proposed by Barth (1998). The chemical profile of the samples was determined
by high performance liquid chromatography (CLAE), liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (LC-MS) and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC / MS)
analysis. And also included quantification of the content of total polyphenols (TPT) through the
use of Folin-Ciocalteau reagents and sodium carbonate 20%; total flavonoids (TFT) by the
photocolorimetric method with methanolic solution of aluminum chloride (AICI3) 5%, and the
antioxidant activity of the hydroalcoholic extracts of geopropolis by the DPPH free radical
assay (Brand-Williams et al). A total of 148 pollen types were identified, distributed in 49
families, 108 genera and two unidentified types. In the geopropolis samples of M. subnitida 107
pollen types were distributed in 40 families and 72 genera. In the M. seminigra, 93 pollen types,
37 families and 70 genera were observed. For M. flavolineata were 98 pollen types, belonging
to 33 families and 72 genera. In M. fasciculata there were 64 pollen types, 28 families and 53
genera, being therefore the one with the lowest pollen richness in the samples. Fabaceae
presented the highest richness of pollen types (39 types), followed by Rubiaceae (11 types).
The pollen types most common to Melipona species were: Attalea speciosa, Anacardium,
Borreria verticilatta, Baccharis, Clusia, Chamaecrista, Croton, Euterpe/Syagrus, Eucalyptus,
Hyptis, Mauritia, Mimosa pudica, M. caesalpinaefolia, Mouriri, Myrcia / Psidium, Protium And
Symphonia globulifera, which characterized the phytogeographic profile of the geopropolis of
this region. Aniardium, Ardisia, Baccharis, Caryocar, Clusia, Clusia grandiflora, Eucalyptus,
Eupatorium, Hyptis, Myrcia/Psidium, Platonia insignis, Protium, Spondias, Symphonia
globulifera, Tapirira and Vismia were the possible resin species suppliers for the Melipona
geopropolis . The presence of various compounds which have been tentatively characterized as

quinic acid, benzophenone derivatives, O-glycosylated flavonoid and xanthones have been
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disclosed. The mangiferin compound was present in all samples. It was also verified the
presence of benzophenones that appear to be involved in the biosynthesis of glycosylated
xanthones. The extracts presented flavonoid contents above 2%, which allows them to be
classified according to Brazilian legislation as a geopropolis with a high content of flavonoids.
For the antioxidant activity a variation of 2.20 to 44.35% occurred. There was a variation in the
content of phenolic compounds and flavonoids among the different samples of the four
Melipona species analyzed. The results indicate that the bee species and the collection season,
as well as the interaction between these factors, influence the concentration of bioactive
compounds in the geopropolis. Thus, we believe that the results obtained contribute
significantly to the geopropolis characterization of stingless bees from Amazonia Maranhense
and show the importance of expanding the studies of chemical characterization and
standardization of product quality parameters, since this is a rich source of bioactive compounds

with great pharmacological potential.

Keywords: pollen grains, stingless bee flora, stingless bees, chemical composition
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(Segundo Jones e Bryant Jr. (1996): Muito frequente (>50%), frequente (20
50%), pouco frequente (10-20%) e raro (<10%)).

Table 2: Occurrence frequency of the pollen types identified in the stingless
bees geopropolis from December / 2013 to December / 2014, in the
municipality of Santa Luzia do Parua, MA, Brazil (According to Jones and
Bryant Jr. 1996: Frequent (> 50%), frequent (20-50%), infrequent (10-20%)
and rare (<10%)).
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CAPITULO 2: Perfil Palinoldgico, Constituintes Fenolicos e Atividade
Antioxidante da Geopropolis de Meliponini na Amazonia Maranhense.

Tabela 1: Teor de fendis totais (%) (m/m), Teor de flavonoides totais (%) 101
(m/m) e Atividade antioxidante (%) com seus respectivos desvios padrdo

dos dezesseis extratos hidroalcoolicos da geopropolis de M. fasciculata, M.
flavolineta, M. seminigra e M. subnitida.

Tabela 2: Tipos Polinicos identificados nas amostras de geoprépolis de M. 102
fasciculata EGP1 (Dez/13), EGP2 (Fev/14), EGP3(Jun/14) e EGP4 (Jul/14).

Para M. flavolineata: EGP5 (Jan/14), EGP6 (Fev/14), EGP7(Jun/14) e EGP8
(Jul/14). M. seminigra os extratos EGP9 (Jan/14), EGP10 (Jun/14), EGP11
(Agos/14) e EGP12 (Nov/14) e nas de M. subnitida EGP13 (Jan/14), EGP14
(Mar/14), EGP15 (Agos/14) e EGP16 (Nov/14).

CAPITULO 3: Analise palinoldgica e composi¢do quimica da geopropolis de
Melipona (Melikerria) fasciculata Smith 1854 em uma regido da Amazonia
Maranhense, Brasil.

Tabela 1: Tipos Polinicos identificados nas amostras de geopropolis de M. 133
fasciculata

Tabela 2: Compostos tentativamente identificados no extrato hidroalcoolico 135
de geopropolis de Melipona fasciculata (EPG1) por CL-UV-ESI-EM/EM.

Tabela 3: Compostos tentativamente identificados no extrato hidroalcoolico

de geopropolis de Melipona fasciculata (EPG2) por CL-UV-ESI-EM/EM. 3
5

Tabela 4: Compostos tentativamente identificados no extrato hidroalcoolico 136
de geopropolis de Melipona fasciculata (EPG3) por CL-UV-ESI-EM/EM.
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Tabela 5: Compostos tentativamente identificados no extrato hidroalcoolico 136
de geopropolis de Melipona fasciculata (EPG4) por CL-UV-ESI-EM/EM.
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1. INTRODUCAO

As abelhas indigenas sem ferrdo (Apidae, Meliponini) sdo um grupo diverso de
himendpteros eussociais, vivendo em coldnias de centenas a milhares de abelhas, dependendo
da espécie. Estao distribuidas nas areas tropicais e subtropicais do mundo (MICHENER, 2007),
com maior parte de suas espécies (cerca de 400 descritas) ocorrendo na regido neotropical,
sendo o Brasil o pais com a maior riqueza de espécie descrita (CAMARGO & PEDRO, 2008;
MOURE et al., 2007; SILVEIRA et al., 2002). As abelhas sem ferrdo sdo generalistas,
coletando néctar e pdlen de uma vasta variedade de plantas (BIESMEIJER et al., 2005;
NOGUEIRA-NETO, 1997; SILVEIRA et al., 2002; RAMALHO et al., 1990; REGO et al.,
2008) e consideradas importantes polinizadores de plantas nativas tropicais e subtropicais
(HEARD, 1999).

A regido amazoOnica abriga uma grande variedade de ecossistemas que proporcionam
uma diversidade de nichos para essas abelhas, nos quais as plantas nativas e introduzidas
oferecem para a sua alimentacdo diversos recursos como pdlen, néctar e polpa de frutas
adocicadas, além de substratos para nidificacdo e materiais como, resinas e fibras para a
construcdo de seus ninhos (VENTURIERI et al. 2012). A Amazonia ¢ detentora da maior
diversidade de meliponineos do Brasil, em especial os do género Melipona (SILVEIRA et al.,
2002), onde se encontram as espécies de maior porte e de vasto manejo antrdpico para a
producdo de mel, como ¢ o caso das espécies Melipona seminigra Friese 1903, M.
(Melikerrerria) fasciculata Smith 1854, M. flavolineata Friese 1900, M. (Michmelia)
fuscopilosa Moure & Kerr 1950, M. (Michmelia) lateralis Erichson 1848, M. (Michmelia)
paraensis Ducke 1916, entre outras, incluindo espécies ainda desconhecidas por pesquisadores,

utilizadas pelos criadores em varios locais (Tabela 1).

19



Tabela 1: Espécies de abelhas sem ferrao que sdo criadas na Amazdnia brasileira (adaptado de
Cortopassi-Laurino, 2006).

Estados de ocorréncia Espécies

Amazonas Melipona interrupta manaosensis, M.
seminigra  merrillae, M.  rufiventris

paraenses.

Para, Maranhao Frieseomelita  sp., M. (Melikerria)
fasciculata, M. compressipes manaosensis,
M. rufiventris  flavolineata, M.
melanoventer, M. seminigra pernigra, M.
seminigra (Tapajos sub. sp), M. subnitida,
M. flavolineata, Scaptotrigona nigrohirta,
S. aff. postica, Tetagrona clavipes,

Tetragonisca angustula.

Acre M. crinita, M. eburnea fuscopilosa, M.
flavolineata, M. grandis, Tetragonisca

weyrauchi.

Amapa M. compressipes fasciculata, M. fulva.

O conhecimento das plantas fornecedoras de recursos tréficos (principalmente polen e
néctar) as abelhas ¢ essencial para o estabelecimento de programas de conservacao desses
animais (CARVALHO & MARCHINI, 1999). Além disso, informacdes dessa natureza sao
importantes para a implementacdo de uma meliponicultura produtiva baseada na exploracdo
racional destes organismos. A Meliponicultura, que consiste na criagao racional de abelhas sem
ferrdo, cresceu muito nos ultimos anos devido ao investimento em pesquisa, melhoramento das
técnicas de manejo, difusdo do conhecimento e pelo aumento no interesse pela polinizagao
agricola (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006). O foco dos produtores ainda ¢ a produgao de
mel, que nas abelhas sem ferrdo pode chegar a aproximadamente 5-6 litros por ano
(VENTURIERI, 2008), dependendo da espécie, dos fatores ambientais ¢ do manejo. Além do
mel, as abelhas sem ferrdo possuem outros produtos com potencial interessante, como opdlen,

a cera, propolis e geopropolis. Os meliponineos podem produzir propolis ou geopropolis, e  a
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quantidade destes produtos na coldnia varia de acordo com a espécie de abelha (KERR, 1987;
NOGUEIRA-NETO, 1997).

Alguns estudos desenvolvidos em formagdes florestais vém indicando a importancia dos
meliponineos, principalmente porque, em busca de recursos florais, as abelhas visitam um
espectro diversificado de flores, transportando involuntariamente graos de pdlen, garantindo
assim a reproducao das espécies vegetais. Nesse contexto os meliponineos destacam-se, pois
podem forragear nos estratos de bosque e sub-bosque da vegetacdo, a depender da espécie.
Dessa forma, o conhecimento da flora meliponicola ¢ imprescindivel, pois, esta caracteriza as
espécies vegetais que fornecem pdlen e/ou néctar, recursos essenciais para a manutengdo e
permanéncia das colonias de abelhas e para a producdo de mel e outros derivados. O
conhecimento das plantas fornecedoras de recursos tréficos (principalmente polen e néctar) as
abelhas ¢ essencial para o estabelecimento de programas de conservagdo desses animais
(CARVALHO & MARCHINI, 1999). Além disso, informagdes dessa natureza sao importantes
para a implementagao de uma meliponicultura produtiva baseada na exploragao racional destes
organismos.

O conhecimento sobre a flora, fontes de produtos apicolas ou meliponicolas, ndo ¢
apenas de interesse académico, podendo servir como base para padronizagdo quimica dos
mesmos (BANKOVA et al.,, 2000; SALATINO et al., 2005). A determinagdo da origem
geografica e, principalmente, da origem vegetal se faz importante no controle de qualidade e na
padronizacdo das amostras para uma efetiva aplicacdo terapéutica (PARK et al., 2002;
SFORCIN & BANKOVA, 2011). No entanto, ainda sdo escassos os trabalhos sobre a
composi¢ao quimica e origem botanica da geopropolis.

Assim, o presente trabalho foi conduzido com o intuito de determinar os espectros
palinologicos caracterizadores de ambientes e formagdes vegetais da geopropolis de Melipona
(Melikeria) fasciculata, M. flavolineata, M. seminigra e M. subnitida obtida de um meliponario
localizado no municipio de Santa Luzia do Parua, Regido do Pindaré no Maranhao, e conhecer

0s compostos quimicos presentes nessas amostras.
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2. REFERENCIAL TEORICO:
2.1.0s Meliponineos:

No Brasil, hd uma grande variedade de trabalhos sendo realizados com as abelhas,
visando-se esclarecer os mais variados aspectos de sua biologia. No entanto, observa-se que a
grande maioria destes estudos concentram-se na regido Sudeste a despeito de regides que
abrigam ecossistemas de grande extensdao como, por exemplo, a Floresta Amazonica (Regido
Norte) (FREITAS et al, 2009). A subfamilia Apinae (familia Apidae) é um grupo muito
diversificado, com ampla distribuigdo mundial, podendo ser encontrada em todos os
continentes. Treze de suas 17 tribos sao encontradas no Brasil (MICHENER, 1974; MOURE,
1951; SILVEIRA, 2002). Uma dessas tribos, conhecida como Meliponini, retine as abelhas
indigenas sem ferrao.

Inventarios sistematizados no Maranhdo aconteceram a partir da década de 1990,
principalmente no Cerrado e na Restinga, ambientes que predominam no Estado. Foram
amostrados grupos tipicos da regido amazdnica, ¢ outros com ampla distribui¢do no Neotropico,
além de elementos tipicos da regido mais seca do Brasil Central, o que foi atribuido a transi¢ao
que caracteriza o Estado do Maranhao entre a Amazonia, o dominio dos cerrados e das caatingas
nordestinas (REBELO et al., 2003). Nesses levantamentos foram encontrados Meliponini,
abundantes em ambientes heterogéneos como ¢ o caso da Baixada Maranhense, destacando-se
como polinizadores mais frequentes das plantas dessa regido (OLIVEIRA et al., 2010;
VIDIGAL, et al., 2010).

Os Meliponini s3o um grande grupo monofilético altamente eussocial, encontrado em
abundancia nas florestas umidas quentes ao redor do globo (MICHENER, 1974). Sao
polinizadores indispensaveis dentro dos ecossistemas tropicais (ROUBIK, 1989; CAMARGO
& PEDRO, 2008, 2013). Elas contribuem diretamente para a polinizagao das plantas cultivadas
importantes, como morango, "cupuagu", "camu-camu", tomate, abacate, pepino, etc., além do
aumento do rendimento das culturas e melhoria da qualidade das frutas (ROUBIK, 1995; SLAA
et al., 2003).

Essas abelhas sdo de facil manuseio e tornaram-se uma importante fonte de renda para
os apicultores nas ultimas décadas, principalmente através da producdo de mel e cera
(NOGUEIRA-NETO, 1970, 1997; CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; CONTRERA etal,
2011; ALVES, 2013). Os aspectos historicos e socioculturais dos usos tradicionais e medicinais
dos subprodutos das abelhas sem ferrdo sao também dignos de nota (CAMARGO & POSEY,
1990; ENGELS, 2013; JONES, 2013; OCAMPO ROSALES, 2013; QUINTAL & ROUBIK,
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2013; VIT et al., 2013; ZAMORA et al., 2013). Geralmente as espécies de meliponineos
constroem seus ninhos em cavidades (que podem estar em troncos ou galhos ocos de arvores)
de tamanho apropriado, com uma pequena abertura por onde entram (MICHENER, 1974;
SILVEIRA, 2002). Algumas podem nidificar em buracos entre as raizes de arvores, ou mesmo
no solo, em ninhos abandonados de formigas, em cupinzeiros ou em buracos feitos por roedores
(MICHENER, 1974; ROUBIK, 2006). Existem, também, espécies que podem construir seus
ninhos expostos, porém, protegidos por um envoltorio externo produzido pelas proprias abelhas
(SAKAGAMLI, 1982). Em ambientes antropizados, algumas espécies nidificam em buracos de
paredes, ou até mesmo em dejetos ocos como garrafas plasticas, caixas € pneus, como € 0 caso
de Trigona angustula (CORTOPASSI-LAURINO, 2005; MALKOWSKI et al., 2006). Devido
a sua grande relevancia ecologica e comercial, estas espécies precisam ser preservadas, no
entanto muitas delas estao sendo dizimadas seja pelas queimadas, desmatamento, uso incorreto
e indiscriminado de agrotdxicos e/ou coleta predatoria do mel (KERR et al., 2001; FREITAS
et al, 2009; Régo et al.2008).

O género Melipona Illiger tem distribui¢ao exclusivamente Neotropical, ocorre do
M¢éxico a Argentina, com maior diversificagdo na bacia amazonica (MICHENER, 2007). Sao
reconhecidas 74 espécies de Melipona (CAMARGO & PEDRO, 2013), distribuidas em quatro
subgéneros: Melipona s. str.; Melikerria, Eomelipona ¢ Michmelia (MOURE, 1975; 1992;
CAMARGO & PEDRO, 2013). A Amazonia detém a maior diversidade de meliponineos, em
especial as do género Melipona (SILVEIRA et al., 2002), onde se encontram as espécies de
maior porte e de maior uso para a produgdo de mel. Contudo, outros géneros de meliponineos
também sdo criados na regido, como por exemplo, Scaptotrigona, Tetragona, Trigona,
Partamona e Tetragonisca.

Com o crescente aumento das taxas de desmatamento na Amazonia, diversos setores da
sociedade civil e do governo brasileiro t€ém se preocupado com a busca de alternativas ao
desmatamento fomentando-se a concepgao do uso sustentavel dos recursos naturais amazonicos
(VENTURIERI, 2008). Neste sentido, a meliponicultura tem sido utilizada como instrumento
para geracdo de renda. Os meliponineos sdo criados comercialmente em agrupamentos de
colonias, denominados meliponarios. Nos ultimos 10 anos esses meliponarios tém se espalhado
muito rapidamente por toda regido, gerando renda em muitas comunidades, principalmente pela
producdo de mel, ndo havendo para isso a necessidade da remog¢ado da cobertura vegetal nativa
(KERR, 1997; NOGUEIRA-NETO, 1997, CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006;
VENTURIERI, 2008).
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A escassez de conhecimentos sobre a biologia de Meliponini ¢ um dos fatores limitantes
para a sua criagao racional e, consequentemente, para a sua preservagdo. Conhecimentos sobre
manejo e aspectos bioldgicos das abelhas sem ferrao sdo de grande importancia para que sejam
implantadas estratégias de conservagao. Dados sobre manejo, reproducdo controlada, divisdo e
controle de meliponineos foi ressaltado por autores como Aidar (1994, 1996), Kerr et al. (1996,
2001), Nogueira-Neto (1970,1997), Gutiérrez et al. (2002), dentre outros. Trabalhos referentes
a biologia geral de algumas espécies de Meliponini foram realizados por Kerr (1945, 1946,
1948), Nogueira-Neto (1970,1997), Michener (1974), Sakagami (1982), Wille (1983), Van
Benthen et al. (1995), Kerr et al. (1996) e Velthuis (1997).

No presente trabalho, foram estudadas quatro espécies de Meliponini:

1. Melipona (Melikerria) fasciculata Smith 1854, conhecida popularmente como “titiba”
ou “urugu cinzenta”, nativa do Maranhao, Para e Tocantins. E uma espécie amplamente
manipulada pelo homem: produz mel, armazena polen e produz geopropolis, no entanto
em baixas quantidades e com sua composi¢ao raramente estudada, pouco se conhecendo
sobre o seu habito alimentar (KERR et al., 2001). No Maranhao, a criagdo da espécie
M. fasciculata, desempenha um importante papel economico como fonte complementar
de renda, principalmente, para as familias de baixo poder aquisitivo do interior do
Estado (BEZERRA, 2004). A maioria das coldnias € transferida para caixas “caboclas”
(caixas rusticas sem nenhuma padronizacdo), outras, porém, sdo criadas no proprio
tronco da arvore em que foram encontradas. O manejo dessas abelhas ¢ feito com
informacdes que os criadores adquiriram e vao passando de geragao a geracao, sendo
poucos 0s que recebem um apoio técnico especializado. Devido ao acelerado processo
de desmatamento local, a titba vem sofrendo grande risco de extingdo (BEZERRA,
2004). Sabe-se que ela nidifica em troncos de arvores com diametros mais alargados.
Mas, para que as arvores possam abrigar os ninhos dessa espécie, € preciso que elas
atinjam grande porte, o que a maioria das vezes ndo acontece, principalmente pelos
frequentes cortes a que sdo submetidas na regido (VENTURIERI, 2009). A auséncia ou
pequena representatividade dessa espécie nos diversos inventarios de abelhas ja
realizados no Maranhdo (REBELO et al., 2003; REGO et al., 2008), provavelmente ¢é
resultado da destruicao de seus habitats.

2. Melipona (Michmelia) seminigra Friese 1903, conhecida como urugu-boca-de-renda, é
uma espécie politipica com ampla distribui¢do na bacia amazénica (SCHWARZ, 1932;

MOURE & KERR, 1950; CAMARGO & PEDRO, 2013) e muito promissora para a
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3.

produgdo de mel e utilizagdo na polinizacdo (GONDIM, 1984). Encontrada nas regides

do Amazonas, Acre, Mato Grosso e Para (SILVEIRA, 2002). Melipona (Michmelia)

seminigra merrilae Cockerell 1919, ¢ uma espécie abundante na Amazoénia central

(SCHWARZ, 1932), e endémica da regido Amazonica (CAMARGO & PEDRO, 2008).

E um complexo de pelo menos sete subespécies, sendo muito importante para atividades

de conservagdo e desenvolvimento econdmico regional (CORTOPASSI-LAURINO et

al., 2006). M. seminigra tem importancia como polinizador da flora nativa nos
ecossistemas da Amazonia e de plantas cultivadas (CARVALHO-ZILSE, 2005) e na

dispersdo de sementes (BACELAR-LIMA et al., 2006; NUNEZ et al., 2008); ¢ a

principal espécie de abelha sem ferrdo criada na Amazonia Brasileira, como alternativa

econdmica (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006) e com o objetivo de preservacdo

(CARVALHO-ZILSE & NUNES-SILVA, 2012). Em 1967, Kerr et al. identificaram a

abelha M. seminigra da regiao de Manaus, como sendo, provavelmente, o meliponineo

com maior nimero de qualidades para ser domesticado pelo homem. Absy & Kerr

(1977) estudaram o poélen transportado por 267 operarias de M. seminigra em Manaus.

No Estado do Maranhao até o presente ndo ha trabalhos referentes a essa espécie de

abelha.

Melipona flavolineata Friese 1900, conhecida popularmente como “urucu amarela”, é

uma das espécies de abelha sem ferrdo mais criadas por agricultores familiares no

nordeste do Estado do Para (VENTURIERI, 2004). Esta espécie apresenta ocorréncia
natural nos Estados do Amazonas, Pard, Maranhdao e Tocantins (SILVEIRA et al.,

2002), com relatos no Maranhao por Ducke (1910) e Schwarz (1932). No entanto até o

presente ndo ha dados referentes a biologia e recursos utilizados por essa abelha no

Estado do Maranhao.

4. Melipona subnitida Ducke 1910, conhecida localmente como jandaira, foi registrada
pela primeira vez no Maranhdo, no municipio de Alcantara (DUCKE, 1910). E
considerada espécie rara no Maranhdo apesar dos levantamentos realizados, em
diferentes ecossistemas do estado (GONCALVES et al., 1996; REBELO et al.
2003). Era encontrada em toda a regido Nordeste, mas atualmente ¢ menos frequente
e com populacdes desequilibradas. Entre os meliponineos nativos do Nordeste
brasileiro, a jandaira ¢ uma das espécies mais indicadas para a criagdo racional com
fins lucrativos, mas o extrativismo predatério e o desmatamento sdo as principais

causas do declinio do numero de coldnias silvestres dessa espécie (CRUZ et al.,

25



2004). No Estado do Maranhao, esta espécie ocorre em uma area de restinga no
Parque Nacional dos Len¢o6is Maranhenses (REGO & ALBUQUERQUE, 2006) e
no Delta do Parnaiba (SILVA et al., 2014). M. subnitida ¢ de grande importancia
para a polinizagao da flora nativa (FERRAZ et al., 2008; PINTO et al., 2014; SILVA
et al., 2014) e das plantas cultivadas (CRUZ et al., 2004; SILVA et al., 2005) e ¢

tradicionalmente criada para producao de mel, que tem um alto valor econdmico.

2.2. Propolis X Geopropolis:

A propolis ¢ um dos produtos naturais mais utilizados pela humanidade (VARGAS et
al., 2004). Os egipcios ja conheciam as propriedades anti-putrefativas da propolis e a
empregavam para embalsamar cadaveres. Foram reconhecidas por suas propriedades
medicinais por médicos gregos e romanos como Aristoteles, Dioscorides, Plinio e Galeno
(CAPASSO & CASTALDO, 2002). O uso de extratos de propolis na medicina popular data de
300 a.C. (DA SILVA et al., 2006). Os Incas empregaram-na como um agente anti-pirético e a
farmacopéia de Londres do século XVII listou a propolis como uma droga oficial. Entre os
séculos XVII e XX, a propolis tornou-se muito popular na Europa por causa de sua atividade
antibacteriana (CAPASSO & CASTALDO, 2002). Nos paises do oeste europeu, na América e
no Japao, a propolis s6 adquiriu popularidade a partir de 1980. Na metade dos anos 80, tornou-
se um importante produto na medicina alternativa e complementar (SALATINO et al., 2005),
pois apresenta inumeras propriedades terapéuticas e farmacoldgicas, tais como a
imunomoduladora, antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidantes, entre outras
(SFORCIN, 2009).

Visando a protecdo das colmeias, as abelhas preparam uma substdncia denominada
propolis, que deriva do grego pro- “em defesa” e polis- “cidade ou colmeias” (PEREIRA et al.,
2002). E um produto apicola elaborado a partir de material resinoso, gomoso e balsimico
coletado das plantas pelas abelhas, que as modificam acrescentando secrecoes salivares, cera e
pélen (MARCUCCI, 1996; MAPA, 2001; MARCUCCI et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2003;
SALATINO et al., 2005; SALATINO et al., 2011). Sao utilizadas para diversos propositos na
colmeia, como selar orificios, o que evita a entrada de intrusos e mantém a temperatura da
colmeia em torno de 35 °C, e revestir a parede interna dos opérculos, criando ndo s6 uma

barreira fisica como um ambiente asséptico para o desenvolvimento das larvas, possivel em
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razdo da agdo antimicrobiana de certos componentes da propolis (SALATINO et al., 2005;
FREITAS et al., 2010).

As abelhas coletam as resinas, botdes florais ou brotos dos vegetais utilizando suas
mandibulas e patas. A resina ¢ retirada aos pedagos com as mandibulas, manuseada com o
primeiro par de pernas e depois depositada na corbicula (que € uma modifica¢ao no terceiro par
de pernas que permite o transporte de cargas de pdlen e propolis). A resina ¢ transportada pelas
campeiras até a colmeia na forma de uma “bolota” e repassada a outras operarias que a utilizarao
nos locais necessarios (NOGUEIRA-NETO, 1997).

A coleta de resina pelas abelhas estd condicionada as necessidades da colmeia e também
as condigdes ambientais tais como: temperatura, pluviosidade, umidade relativa, evaporagao e
insolagdo, sendo sua producao mais afetada pelas condigdes do meio ambiente do que pelo grau
de desenvolvimento da coloénia (MOURA, 2001). Nao sdo conhecidos os fatores que
direcionam a preferéncia das abelhas coletoras de resina por uma determinada fonte vegetal,
mas se sabe que elas apresentam um comportamento de seletividade nesta coleta (SALATINO
et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005).

A propolis ¢ um composto que resulta de uma mistura de vdrias substancias tais como:
vitaminas, sais minerais, compostos fenolicos como os flavonoides, acidos graxos, acidos
cindmicos, acidos café€icos, aminoacidos, alcoois aromaticos e ésteres, além de ceras, polen,
substancias volateis e substancias ainda desconhecidas. No entanto, umas das questdes mais
importantes a ser considerada em relagdo a essa substancia, € que, a mesma nao apresentauma
caracteristica padronizada quanto aos seus constituintes e esses podem sofrer grandes variagdes
de acordo com a regido, a flora e a época do ano que ela estd sendo produzida pelas abelhas
(PEREIRA, 2012).

A mistura de resina de exsudados, originado a partir de varias fontes vegetais, misturado
com cera e fragmentos de areia, difere da propolis de Apis mellifera, devido a presenga de
particulas de argila e auséncia de tricomas vegetais (BARTH & LUZ, 2003). Assim, a
geopropolis diferencia-se da propolis, pois apresenta sedimento de terra ou barro usado na sua
elaboragdo (BARTH, 1998; BARTH et al, 1999; BARTH & LUZ, 2003), tendo sido
denominada por Nogueira-Neto (1962) para distinguir o tipo especial de propolis preparada por
muitas abelhas sem ferrdo, como: Urucu nordestina ( Melipona scutellaris), Manduri (M.
marginata), Mandacaia (M. quadrifasciata), Jandaira (M. subinitida), Tujuba (Melipona
rufiventris mondury), Tilba (Melipona fasciculata) dentre outras (NOGUEIRA-NETO, 1997).
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2.3.Palinologia como ferramenta para origem fitogeografica e botanica da
geopropolis de abelhas sem ferrao:

O espectro polinico da geopropolis ¢ um excelente indicador fitogeografico, pois
fornece uma imagem da vegetagcdo anemofila e entomofila da area de producao. Tendo em vista
que cerca de 5% do peso da geopropolis € formado por graos de poélen que participam como
contaminantes no produto, pois se aderem as resinas quando carreados pelos ventos e também
dentro das colméias, provenientes dos estoques alimentares (BARTH et al., 1999; BARTH &
LUZ, 2003).

A certificacao da origem botanica da geopropolis somente pode ser comprovada quando
varios métodos sdo adotados em conjunto com a andlise palinologica tais como: levantamento
floristico das areas de alocagdo das colméias com relagdo as principais fontes de resinas;
observagao do comportamento de coleta de matéria-prima pelas abelhas em campo; andlise dos
perfis fisico-quimicos das amostras e a observagao das estruturas anatdmicas vegetais presentes
em sua composicao (LUZ et al., 2009). A anélise palinologica torna-se um instrumento valioso
na determinagdo das origens geograficas das diversas amostras, visualizando-se o conjunto de
diversos tipos polinicos, o que permite fazer a distingdo entre as diferentes regides produtoras,
oferecendo resultados que podem ser usados para a verificagdo e rotulagem das mesmas
(D’ALBORE, 1979; GHISALBERTI, 1979; BARTH, 1998; BARTH et al., 1999).

Andlises polinicas de amostras de propolis foram realizadas principalmente por
D'Albore (1979), que analisou 56 amostras de diversos paises, e Warakomska & Maciejewicz
(1992), que analisaram a propolis de regides polonesas. No Brasil alguns estudos também ja
foram realizados, em particular, as andlises realizadas por Barth (1998), Barth et al. (1999),
Bastos (2001), Barth & Luz (2009), Luz & Barth (2009), Freitas et al. (2010), Freitas et al.
(2011) e Matos et al. (2014). Porém sdo escassos os estudos sobre a analise palinoldgica de
amostras de geopropolis, destacando-se: Barth & Luz (2003) que estudaram oito amostras de
geopropolis de quatro espécies de abelhas do Espirito Santo, Minas Gerais e Sdo Paulo onde o
Polen Dominante (PD= >45% do total contado) foi Eucalyptus para as amostras de Melipona
quadrifasciata e Schinus para Tetragonisca angustula. Na categoria de Pélen Acessorio (PA=
15 a 45% do total contado) ocorreram os tipos polinicos Myrcia e
Melastomataceae/ Combretum. No entanto, houve demonstragao das diferengas fitogeograficas
das areas de coleta das amostras de geopropolis. Em Barth (2006) foram analisadas seis
amostras de geopropolis de seis diferentes espécies de abelhas indigenas de ninhos localizados

em Ribeirao Preto, Sdo Paulo. Apesar de produzidas num mesmo local, a diversidade polinica
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foi grande entre as amostras, sendo muito frequente o pélen de Fucalyptus na geopropolis de
Trigona recursa. As outras amostras destacaram como importantes, Eucalyptus nas amostras
de Lestrimellita cfr limao e Nannotrigona testaceicornis; Mimosa scabrella nas de Melipona
quadrifasciata; Cecropia nas de Trigona angustula e, Piper nas de Nannotrigona
testaceicornis. Essa variagdo entre a geopropolis das diferentes espécies de abelhas demonstrou
as preferéncias troficas de cada espécie. Em Barth et al. (2009) foram analisadas quatro
amostras de geopropolis arqueologica de Januaria, Minas Gerais, as espécies de abelhas
indigenas que produziram a geopropolis fossilizada ndo foram identificadas, mas o espectro
polinico refletiu a vegetagao local com Arecaceae (diversas palmeiras), Anacardium e Spondias
(Anacardiaceae). Ja Freitas et al. (2012) estudaram dezesseis amostras de geopropolis de dez
espécies de abelhas do Parand no Brasil, da Bolivia e Venezuela. Como era esperado pela ampla
variedade de tipos de vegetagdo das areas de coleta das amostras de geopropolis, a andlise
polinica desses autores demonstrou uma grande diversidade polinica e uma rara sobreposi¢ao
de taxa, mesmo entre amostras da mesma espécie de abelha, demonstrando os ambientes
fitogeograficos de cada local de cada meliponario. Freitas et al. (2013) estudaram amostras de
geopropolis e propolis de abelhas sem ferrao, entre as quatro geopréopolis brasileiras analisadas,
duas regides tiveram como grdo de polens dominantes para a familia Melastomataceae
(Melipona) e dois graos de polen acessorios de Arecaceae e Cecropia (Tetragonisca angustula).
Entre as quatro da Bolivia, as quatro geopropolis da Venezuela e oito propolis do Brasil foram
como podlen dominante Solanaceae (Melipona grandis, Bolivia), Melastomataceae (Melipona
quadprifasciata e Melipona mondury, Brasil) e Melochia (Sterculiaceae (Tetragona clavipes,
Venezuela), Barros et al. (2013) estudaram dezesseis amostras da geoprépolis de Melipona
fasciculata do Estado do Maranhdo em regides de restinga, cerrado e campus periodicamente
inundados. Onde houve dominancia do polen de Mimosa pudica e M. caesalpiniaefolia em
varias amostras das geopropolis analisadas. Na area de Campos periodicamente inundados
foram, por ordem de importancia, os de Mimosa pudica, M. caesalpiniaefolia, Eucalyptus e
Euphorbiaceae. No Cerrado foram M. pudica, M. caesalpiniaefolia, Chamaecrista, Bauhinia,
Erechtites, Eucalyptus e Euphorbiaceae e na Restinga Solanum, Chamaecrista, Protium,
Psidium, Arecaceae, Desmodium, Mauritia e Meliaceae (Povoado de Preazinho).
Combretum/Melastomataceae, Chamaecrista, Protium, Ardisia, Solanum e Psidium os mais
frequentes no povoado de Boa Vista. Apesar das amostras terem sido coletadas no més de
agosto de 2011, as mesmas apresentaram similaridade distinta na ocorréncia dos tipos polinicos.

Ribeiro et al. (2016) analisou 120 amostras de geoprdpolis de Melipona fasciculata coletadas
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durante um ano em Palmeirandia (Vegetacdo de Campos periodicamente inundados) e
Barreirinhas (vegetagao de Cerrado) no Estado do Maranhao. Um total de 121 tipos polinicos
foram identificados distribuidos em 52 familias e 84 géneros, cujos tipos predominantes (>45
%) foram Adenocalymma inundatum (Bignoniaceae), Bauhinia reflexa (Caesalpiniaceae),
Caryocar (Caryocaraceae), Chamaecrista (Fabaceae), Lafoensia (Lythraceae), Mauritia
(Arecaceac), Machaerium (Fabaceae), Mimosa pudica (Mimosaceae), € Quratea (Ochnaceae),
com vdrios tipos exclusivos para cada ambiente, caracterizando fitogeograficamente as
amostras e os indicadores sazonais de floracao das espécies ocorrentes nas aréas estudadas.
Esses estudos levam-nos a perceber a importancia da observagao do polen de espécies
produtoras de resina na geopropolis, que pode ser um excelente indicador das plantas visitadas
pelas abelhas em busca dessa matéria prima. O espectro polinico da geopropolis das abelhas
nativas da tribo Meliponini € bastante abrangente, incluindo um grande numero de tipos
polinicos tanto anemofilos quanto entomofilos, mas o fator médio de concordéancia desses tipos
polinicos ¢ inferior para as amostras de diferentes origens regionais € ¢ maior para as amostras
de uma mesma regido (BARTH, 2006), o que corrobora o uso da analise palinoldgica para a

certificagdo fitogeografica das amostras.

2.4. Composicao quimica e atividades Bioldgicas da Propolis e Geopropolis:

A constitui¢do quimica da propolis brasileira ¢ bastante distinta das demais propolis do
resto do mundo (MARCUCKCI, 1998; MARCUCCI et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2003;
SALATINO etal., 2005; SALATINO et al., 2011; SFORCIN, 2016). Mais de 300 componentes
jé foram identificados em diferentes amostras de propolis que, de modo geral, contém 50-60%
de resinas e balsamos, 30-40% de ceras, 5-10% de 6leos essenciais, 5% de graos de polen, além
de pequenas quantidades de aluminio, célcio, estroncio, ferro, cobre, tiamina (B1), riboflavina
(B2), piridoxina (B6), acido nicotinico (B3), 4cido ascérbico (C), alfatocoferol (E) e acido
pantoténico (B5) (GHISALBERTI et al., 1979; de CASTRO, 2001).

Nas ultimas décadas, a propolis tem despertado o interesse da sociedade por apresentar
inimeras propriedades terapéuticas e farmacologicas (SFORCIN, 2016). Estas propriedades
dependem da origem botanica da propolis, implicando maior ou menor valorizagdo comercial.
A sua comercializacdo tem sido realizada intensamente nos ultimos anos, sendo empregada
especialmente pela industria farmacéutica (BANSKOTA et al., 2001), onde a propolis pode ser

encontrada na composicao de capsulas (pura ou combinada), tinturas, antissépticos bucais,
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pastilhas e cremes. Além disso a propélis € usada na produgao de cosméticos € como
constituinte de alimentos naturais (CASCALDO & CAPASSO, 2002).

Como mencionado acima, a composicao quimica da propo6lis ¢ determinada basicamente
pelo perfil quimico da flora visitada pelas abelhas, fazendo desse produto uma amostra bastante
complexa e de dificil padronizacio (BANKOVA et al., 2005). Entre as fontes vegetais da
propolis brasileira estdo Baccharis spp., particularmente Baccharis dracunculifolia (alecrim do
campo); Dalbergia ecastophyllum (rabo-de-bugio); Araucaria angustifolia (pinheiro
brasileiro); e o Eucalyptus citriodora (eucalipto) (BANKOVA et al., 2005; SILVA et al., 2008).
De acordo com Popova et al. (2007) as maiores fontes de resina para a propolis tem sido os
botdes florais de Populus na Europa, botdes apicais de B. dracunculifolia no sudeste do Brasil
(SALATINO et al., 2005), secre¢des de flores de Clusia major e Clusia minor na Venezuela, e
Clusia nemorosa em Cuba (CUESTA-RUBIO et al., 2007; TRUSHEVA et al., 2004). Para a
Amazonia, andlises quimicas de amostras de propolis realizadas por Ishida et al. (2011)
revelaram benzofenonas (uma cetona aromatica) tipicas de metabolitos da familia Clusiaceae e
os autores aventaram a origem a partir de resinas florais de varias espécies de Clusia, como,
Clusia burchellii espécime masculino, C. grandiflora espécimes feminino e masculino, Clusia
lanceolata espécime masculino e C. nemorosa hermafrodita.

O interesse sobre as propriedades biologicas e a composi¢ao quimica dos produtos de
abelha sem ferrdao também tem aumentado nos ultimos anos. No entanto, em relacdo a
geopropolis, os estudos ainda sdo escassos. Os poucos estudos disponiveis na literatura tém
mostrado que este subproduto possui atividade antibacteriana e antioxidante e contém uma alta
concentragdo de compostos fendlicos e flavonoides (POPOVA, 2007; DUTRA et al., 2008;
MANRIQUE & SANTANA, 2008; DUTRA et al., 2014; BATISTA et al.,2016).

Tomas-Barberan et al. (1993) descreveram os compostos fenolicos de geopropolis de
cinco espécies de abelhas da Venezuela. Bankova et al. (1998) identificaram mais de cinqiienta
compostos, principalmente fenolicos e terpénicos de geoprdpolis brasileira, produzida por trés
espécies de meliponineos. Manrique & Santana (2008) estudaram os flavonoides, assim como
avaliaram a atividade antimicrobiana e antioxidante da geopropolis de abelhas sem ferrdo da
Venezuela e Brasil. J& Duailibe et al. (2004) observaram que o bochecho com a solu¢do do
extrato alcoodlico de geopropolis da tiuba (Melipona (Melikerria) fasciculata 1854) diminuiu
em 48,5% o numero de colonias de Streptococcus mutans na saliva de pacientes, o que indica
um excelente auxiliar no tratamento e prevengdo de caries. Dutra et al. (2008) comprovaram

que amostras de geopropolis da M. fasciculata oriundas da regido da Baixada Maranhense
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possuem alto teor de flavonoides e sugeriram que as variagdes qualitativa e quantitativa desses
flavonoides e de outros constituintes quimicos presentes nas varias amostras analisadas sao
afetadas pela flora visitada pelas abelhas, regido geografica e fatores ambientais. Onze
compostos pertencentes as classes de 4acidos fenolicos e taninos hidrolizdveis foram
identificados e relacionados com a atividade antioxidante e o alto contetido fenolico na
geopropolis de M. fasciculata por Dutra et al. (2014). Cinegaglia et al. (2013), perceberam o
efeito da geopropolis de abelhas sem ferrdo sobre osteorsacoma canino. Libério et al. (2011)
avaliaram a concentragdo de citocinas no soro de ratos que receberam um gel preparado com
geopropolis produzidos por M. fasciculata na cavidade oral e exerceu acdo antimicrobiana
contra Streptococcus mutans ¢ Candida albicans. Freitas et al. (2008) fez a andlise quimica do
extrato etandlico da geoprdpolis do ninho de Trigona spinipes e sugeriu o exsudado de
Eucalyptus como uma origem botéanica dos constituintes de ninho desta espécie. Em relacdo a
atividade anti-tumoral, Araujo et al. (2010 e 2011) investigaram os efeitos da propolis produzida
por Scaptotrigona aff. postica sobre o desenvolvimento do tumor de Ehrlich em camundongos,
a propolis inibiu a crescimento do tumor € aumentou o numero de células na medula dssea e
baco além de que os extratos hidroalcodlicos apresentaram baixa toxicidade quando utilizado
por via oral, mesmo em altas doses. Aratijo et al. (2015) estudando a composi¢do quimica e
atividades farmacoldgicas de geopropolis produzida por M. fasciculata verificou que exibiu
atividade antitumoral e imunomoduladora e que suas propriedades bioldgicas podem ser
devidas a triterpenos (um dos principais constituintes quimicos). Borges et al. (2011) também
observaram a a¢ao anti-proliferativa de propolis produzidos por Scaptotrigona spp. em
glioblastoma humano. Abreu (2011) analisou a composi¢do quimica de trés amostras de
geopropolis produzida por M. fasciculata, oriundas dos municipios de Sdo Bento e Sao Jodo
Batista, localizados no estado do Maranhdo. Silva (2013) estudou a composi¢do quimica e
atividade bioldgica da geoprdpolis produzida por Melipona interruptae Melipona seminigra na
regido Amazonica. Também foi analisada a composicdo quimica da propolis de M.
compressipes por CG-MS e foram observados a presenca de dlcoois, fenois, aldeidos, ésteres e
alguns acidos graxos saturados (BANKOVA et al., 1999).

O conhecimento acerca da composicdo quimica e das atividades bioldgicas da
geopropolis ¢ de extrema relevancia, contribuindo para o estabelecimento do controle de
qualidade deste produto e de uma legislacao especifica, além de conscientizar a populagdo sobre
a importancia da conservagdo das abelhas nativas, valorizando importantes produtos que

compdem a nossa biodiversidade.
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2.5. Atividades Quimicas:
2.5.1 Atividade antioxidante:

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidagdo de diversos substratos, de moléculas
simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois mecanismos: o primeiro
envolve a inibicdo da formagdo de radicais livres que possibilitam a etapa de iniciagdo; o
segundo abrange a eliminacdo de radicais importantes na etapa de propaga¢ao, como alcoxila e
peroxila, através da doagdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagao
em cadeia (NAMIKI, 1990). Os métodos de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e o de inibigdo
da oxidagdo do sistema B- caroteno/acido linoléico vem sendo os mais utilizados para avaliagao
da atividade antioxidante de extratos de propolis (MARQUELE et al., 2005).

A atividade sequestradora do radical DPPH de extratos aquosos de propolis verde e
marrom foram maiores quando comparados a extratos metandlicos do mesmo tipo de propolis
(BANSKOTA et al.,, 2000). Sheng et al. (2007), estudando o potencial antioxidante de
diferentes extratos obtidos através da propolis brasileira, adotando-se o método DPPH e
tiocianato férrico, verificaram que o extrato etanolico exibiu maior atividade que o extrato éter
de petroleo nos dois métodos. Fabris et al. (2013), comparando a propolis da Russia, Itdlia e
Brasil, demonstrou que as amostras brasileiras apresentaram menores valores de concentragao
capaz de inibir em 50% o radical DPPH (IC50%). Dentre essas amostras, a propolis verde exibiu
maior potencial antioxidante, quando comparada as propolis do Pantanal e de S3ao Paulo
(FABRIS et al., 2013). Cabral et al. (2009) apontam que fragcdes hexanicas apresentam maior
atividade antioxidante (74,4%), através do método de sequestro de radical DPPH. J4 no método
de inibicdo da oxidacdo pelo sistema [-caroteno/acido linoleico, a fragdo cloroférmica
apresentou maior atividade (64,84%), concluindo que existe uma maior correlagdo entre o teor
de compostos fendlicos e a atividade antioxidante pela oxidacdo do sistema - caroteno/acido
linoléico. Oldoni et al. (2011), apds o isolamento de compostos da fragdo cloroféormica, os
isoflavonoides vestitol e neovestitol e a chalcona isoliquiritigenina, constataram que o vestitol
foi o que apresentou maior atividade antioxidante frente aos demais, também através do método
B-caroteno/acido linoleico. A agdo antioxidante apresenta uma correlagdo de extrema ligagao
com as propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias como visto por Sartori et al. (2011),
onde a propolis marrom atuou reduzindo os danos histoldgicos e lesdes causados pela infecgao
pelo virus Herpes simplex tipo 2 (HSV-2), nos tecidos genitais de animais, tendo agdo em

processos oxidativos e inflamatdrios.
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2.5.2 Compostos Fendlicos:

Os compostos fenodlicos possuem um ou mais anéis aromaticos com um ou mais grupos
hidroxila. Sao amplamente distribuidos no reino vegetal e sdo os metabdlitos secundarios mais
abundantes, com mais de 8.000 estruturas fendlicas atualmente conhecidas, que vao desde
moléculas simples como acidos fenolicos a substancias altamente polimerizadas, como taninos
(DAI & MUMPER, 2010). Os flavonoides, estilbenos e lignanas também s3o compostos
fenolicos encontrados nas plantas.

Os acidos fenolicos podem ser divididos em duas classes: derivados do acido benzdico,
como o acido galico, e derivados do 4cido cindmico, como 4cido cumarico, cafeico e fertlico.
O 4cido cafeico ¢ o acido fendlico mais abundante em muitas plantas, mais frequentemente
esterificado com dacido quinico como 4cido clorogénico (GHASEMZADEH &
GHASEMZADEH, 2011; DAI & MUMPER, 2010).

Substancias da classe dos compostos fendlicos sdo comuns em produtos de abelha, como
os acidos galico, eldgico e protocatecuico (DUTRA et al., 2014; BATISTA et al., 2016). A
propolis brasileira produzida no cerrado € rica em derivados prenilados do acido-p-cumarico

(MARCUCCI & BANKOVA 1999).

2.5.3 Flavonoides:

Os flavonoides sdo substincias aromaticas com 15 atomos de carbono no seu esqueleto
basico, compostos do tipo C6-C3-C6, onde os dois anéis C6 sdo necessariamente aromaticos
(anéis A e B), conectados por uma ponte de trés carbonos, que geralmente contém um atomo
de oxigénio (anel C) (RICE-EVANS, 2004; LOPES et al., 2000; PETERSON & DWYER,
1998). Esse composto, absorve radiacao eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do
visivel e, dessa maneira, apresenta papel de defesa nas plantas frente a radiagdo UV da luz solar.
Além disso, os flavonoides podem representar barreira quimica de defesa contra micro-
organismos (bactérias, fungos e virus), insetos e animais herbivoros. Também possuem a
capacidade de regular determinadas reacdes enzimaticas e prover “flavor” a produtos usados
para consumo humano (COOPERDRIVER, 2001). Os flavonoides também proporcionam
relacionamentos harmonicos entre insetos e plantas, por meio da orientacao destes até o néctar,
contribuindo assim significativamente com o processo de polinizacio (MARCUCCI, 1996).

Iniimeros estudos conduzidos nos ultimos anos relatam o importante papel dos

flavonoides na saude humana. Propriedades como atividade antioxidante, antifingica,
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antiprotozodarios, antivirais, anti-inflamatdria, antimicrobiana, anticancerigena, entre outras,
tém sido relatadas na literatura (MALESEYV et al. 2007; HARBONE et al. 2000).

Em amostras de propolis ja foram identificados os flavonois galangina, canferol,
quercetina e miricetina (CASTALDO & CAPASSO 2002; AMOROS et al. 1992; CUSHNIE
& LAMB, 2005), algumas flavonas, como crisina, apigenina, luteolina e tectocrisina, e as
flavanonas pinocembrina, isosacuranetina, naringenina (CASTALDO & CAPASSO 2002;
AMORGOS et al. 1992; CUSHNIE & LAMB, 2005). Em geoprdpolis os principais constituintes
foram carboidratos e seus derivados, triterpenos, acido anacardico e alcoois (ARAUJO et al.

2015).

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAL

Determinar os espectros palinoldgicos caracterizadores de ambientes e formagdes
vegetais da geopropolis de Melipona (Melikeria) fasciculata, Melipona flavolineata, Melipona
seminigra ¢ Melipona subnitida conjugando-se com a andlise quimica, a fim de estabelecer
critérios de diferenciacdo entre as amostras para auxiliar na sua certificacdo e seu

reconhecimento fitogeografico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

¢ Identificar as possiveis plantas que contribuem com substancias para a
formacao da geoprdpolis de quatro espécies de abelhas sem ferrao do Estado
do Maranhao a partir da identificagdo de graos de polen e elementos figurados
presentes em amostras selecionadas e que possam ser oriundos de espécies que
produzem a matéria-prima;

¢ Quantificar os teores de compostos fenolicos no extrato hidroalcodlico de
geopropolis de Meliponini;

¢ Quantificar os teores de flavonoides no extrato hidroalcodlico de geopropolis de
Meliponini;

¢ Caracterizar a atividade antioxidante dos extratos hidroalcoolicos da geoprépolis

de quatro espécies de abelhas sem ferrdo do Estado do Maranhdo;
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¢ Contribuir com informagdes cientificas para a produgdo de geopropolis de

abelhas sem ferrdo dentro de padrdes de qualidade.

4. JUSTIFICATIVA:
Considerando-se a diversidade da flora brasileira produtora de matéria-prima para

produgdo de geopropolis fica evidente que os conhecimentos cientificos acerca da sua origem
botanica e geografica precisam ser expandidos, especialmente no Maranhao, onde estudos com
esse intuito ainda sdo incipientes. Com o crescente interesse internacional e do mercado
brasileiro por derivados apicolas, incentiva-se a caracterizagdo palinoldgica da geopropolis,
assim como a investiga¢do da sua constituicdo quimica, para que o controle da qualidade deste
produto tenha uma melhor resolugdo, ampliando-se as perspectivas comerciais maranhenses.

Ressalta-se que os conhecimentos originados na presente proposta sobre a geopropolis
maranhense ndo serdo unicamente de interesse académico, pois permitirdo gerar informagdes
dos locais mais adequados para alocagdo de colonias destinadas a sua produgdo. Ainda, a
associagao destes conhecimentos a estudos fitoquimicos especificos possibilitara a predi¢ao da
composicdo aproximada da geoprdpolis maranhense a ser disponibilizada no mercado,
conferindo certificagdo de qualidade e de sua origem.

O Maranhao, assim como os demais estados do Nordeste, apresenta um grande potencial
na produc¢do de mel, pélen e geoprdpolis. Estima-se que, em todo o Nordeste, a produgao atual
desses produtos poderia ser quintuplicada com o desenvolvimento de projetos em escala
comercial e industrial. Dentre as abelhas utilizadas para produgao de mel e outros produtos no
Maranhdo, destaca-se os meliponineos, que possuem valor de mercado pelos produtos
oferecidos, facilidade e menor custo de manejo. A criagdo dessas abelhas sem ferrdo € feita em
cabagas, corticos e caixas rusticas, que constitui uma atividade tradicional em quase todas as
regides do Brasil. Essa atividade, desenvolvida inicialmente pelos indios, foi ao longo do tempo
praticada por pequenos e médios produtores rurais € hoje vem despertando o interesse de novos
criadores e também de algumas institui¢des (Silva 2001). Dentre essas abelhas sem ferrao do
Maranhao podemos destacar Melipona seminigra Friese 1903 (urugu-boca de renda), Melipona
scutellaris Latreille 1811 (urugu verdadeira), Melipona (Melikerria) fasciculata 1854 (tiiba),
Melipona subnitida Ducke 1910 (jandaira), Melipona rufiventris Lepeletier 1836(urugu-

amarela), Melipona fuliginosa Lepeletier 1836 (urugu-boi), dentre outras.
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Embora o Maranhdo apresente um grande potencial produtivo de derivados apicolas,
tanto por sua biodiversidade vegetal quanto pelas inimeras espécies de abelhas nativas
existentes, a criacdo de abelhas com a finalidade comercial ainda se encontra em situacao
rudimentar. Além disso, a propolis e o mel maranhenses em sua maioria sdo produzidos por
abelhas africanizadas (Apis melifera L.). Porém, a criacdo dessas abelhas exdticas pode
provocar interferéncia quanto aos recursos vegetais utilizados pelos meliponineos, € por isso
alguns estudos estdo sendo realizados para avaliar o grau de competi¢do entre elas. Assim
também, uma série de projetos estd sendo implantada em todo Brasil para incentivar a
ampliacdao da criacdo de meliponineos devido ao seu valor econdmico e ecoldgico essencial

para a manutencdo das florestas nativas.
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Abstract

We analyzed the pollen spectrum from one hundred and thirty geopropolis samples
collected by Melipona subnitida, M. seminigra, M. flavolineata and M. fasciculata. The samples
were collected in the municipality of Santa Luzia do Parud in the Alto Turi region, part of the
Amazon region in the state of Maranhao. The objective was to determine the phytogeographic
pollen profile of geopropolis samples from Melipona species, and to help characterize the resin
supplying vegetation for these bees. Geopropolis samples were collected monthly from
December 2013 to December 2014 from nests kept in wooden boxes in a private meliponary.
Samples were prepared using standard methodology. A total of 148 pollen types were
identified, distributed among 49 plant families and 108 genera. Of these, 16 types were found
exclusively in M. subnitida, 11 in M. seminigra, 9 in
M. flavolineata and 8 types in M. fasciculata. In general the months with the greatest richness
of pollen types were December 2013, June 2014, September 2014, October 2014, and December
2014.The botanical family Fabaceae presented the greatest pollen richness (39 types), followed
by Rubiaceae (11 types). The most common pollen types in the geopropolis for the four
Melipona species were: Attalea speciosa, Anacardium, Borreria verticilatta, Baccharis, Clusia,
Chamaecrista, Croton, Euterpe/Syagrus, Eucalyptus, Hyptis, Mauritia, Mimosa pudica, M.
caesalpinaefolia, Mouriri, Myrcia/Psidium, Protium, and Symphonia globulifera, characteristic
of the phytogeographic pollen profile of the product in the study region.

Key words: Pollen analysis, Botanical diversity, Melipona, Resins, Amazonian domain.
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Introduction

Stingless bees are generalists, collecting nectar and pollen from a wide variety of plants
(Biesmeijer et al., 2005; Nogueira-Neto, 1997; Ramalho, Kleinert-Giovannini & Imperatriz-
Fonseca, 1990; Régo, Albuquerque & Venturieri, 2008; Silveira, Melo & Almeida, 2002), and
are considered important pollinators of native tropical and subtropical plants (Heard, 1999).
The Amazon region is home to a wide variety of ecosystems which provide diverse niches for
these bees, where both native and introduced plants offer resources such as pollen and nectar,
as well as resins and fibers used for nesting substrate or colony construction (Venturieri et
al., 2012). The Amazon region contains the greatest diversity of stingless bees in Brazil,
especially those of the genus Melipona (Silveira et al., 2002). Species in this genus are generally
larger in size, and are extensively managed.

Stingless bees can produce propolis or geopropolis from plant resins, which they collect
from stalks or branches of damaged trees; the quantity of products used varies by  bee species
(Kerr, 1987; Nogueira-Neto, 1997; Salatino, Teixeira & Neves, 2005; Sawaya et al., 2007;
Teixeira, 2003). Unlike propolis, to elaborate geopropolis bees use plant material, gland
secretions, wax, and pollen. Some indigenous bee species also add soil, clay, mud, or sand,
and in some cases the product does not contain plant tissue or trichomes (Kerr, 1987,
Freitas et al., 2008; Nogueira-Neto, 1997). Geopropolis is widely used among stingless bees
for construction of nest components, both external (e.g., entrance tubes) and internal (e.g.,
honeycomb, enclosure lamellae and food pots) (Michener, 1974; Michener 2000;
Nogueira-Neto, 1997; Santos et al., 2009; Venturieri
et al., 2003).

Brazilian propolis varies in chemical composition according to the plant species
it is derived from, and high botanical diversity in Brazil yield propolis with distinct biological
properties and significant variation in antioxidant capacity. The phenolic acid Artepillin-C has
been identified as one of the most important ingredients in Brazilian propolis, and the high
concentration in propolis brings strong commercial value to the product. Pollen analysis
indicates that Baccharis and other Asteraceae are sources of Artepillin-C, which validates
palynological methods as complementary to physiochemical analysis for product
certification (Barth et al., 2013). Physiochemical analyses of geopropolis produced in two
different sites in Maranhao differed in phenolic acid concentration depending on the origin of

the plant resins (Batista et al., 2016).

52



Analyses of pollen grains and other constituents of propolis and geopropolis are useful
for both commercial and academic interests, as it is possible to identify the phytogeographic
region where the products were made (Freitas et al., 2011; Freitas et al. 2012; Luz, Barth &
Bacha Junior, 2009). About 5% of the weight of geopropolis is formed by pollen grains,
which are considered contaminants in the product. Pollen grains adhere to resins when carried
by wind, and are also derived from food stocks inside of colonies. The pollen spectrum of the
geopropolis is an excellent phytogeographic indicator, as it provides a snapshot of the
anemophilic, entomophilic, nectariferous, and resin-producing vegetation in the production
area (Barth, Dutra & Justo, 1999; Barth & Luz, 2003).

Studies involving palynological analysis of geopropolis are scarce, although we
highlight work by Barth & Luz (2003), Barth (2006), Barth et al (2008) for geopropolis  of
several bee species in southeastern Brazil (Espirito Santo, Minas Gerais, and Sao Paulo).
The results from these studies indicate high pollen diversity even in samples produced in the
same area, which varies according to the food preferences of Lestrimellita cf. limao, Melipona
quadrifasciata, Nannotrigona testaceicornis, Tetragonisca angustula and Trigona recurs;
however these studies also highlight the prevalence of pollen from several species of
Anacardiaceae, Arecaceae, Cecropia, Eucalyptus, Melastomataceae, Mimosa scabrella, Myrcia
and Piper. Freitas et al. (2012) studied sixteen geopropolis samples from ten bee species
in southern Brazil (Parand), Bolivia, and Venezuela. As expected due to the diversity of
vegetation types in these areas, pollen analysis demonstrated high diversity and rare overlap
of taxa, even among samples from the same bee species. Melastomataceae was the dominant
family in samples from Melipona quadrifasciata and M. mondury. There was no predominance
of pollen species in samples collected from two Tetragonisca angustula colonies located in
different municipalities of Parand, however Arecaceae and Cecropia pollen had high
frequency of occurrence. Freitas, Vit & Barth (2013) reviewed the results of pollen, fungi,
plant tissues, and mineral content, among other compounds, in previous studies by Barth &
Luz (2003), Barth (2006) and Freitas et al. (2012). This review demonstrated that hyphae,
fungal spores, and amorphous organic matter are present in geopropolis in all studies carried
out in Brazil. Sandy and mineral clay residues are commonly present in samples, and were
only absent in the propolis of Nannotrigona testaceicornis and Frieseomelita varia (Lepeletier
1836) from Ribeirdo Preto in Sao Paulo; fragments of plant tissues are also commonly

present
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in geopropolis samples. Barth & Freitas (2015) also associated the results obtained for the four
Brazilian samples of Parand geopropolis in Freitas et al. (2012) with the samples
of Apis mellifera propolis for comparison of the constituents. They concluded that pollen
content is not and ideal metric for differentiation between propolis and geopropolis, and suggest
instead using the presence of trichomes (in 4. mellifera propolis) and mineral content (in
geopropolis). A few studies have been carried out in northeastern Brazil, including Barros, Luz
& Albuquerque (2013) who studied sixteen samples of Melipona fasciculata geopropolis in
Maranhao produced in August 2011 in regions of Restinga, Cerrado, and periodically flooded
fields. Mimosa pudica and M. caesalpiniifolia pollen were dominant in several samples. In rural
areas, common taxa included Mimosa pudica, M. caesalpiniifolia, Eucalyptus and
Euphorbiaceae, in order of importance. In the Cerrado, M. pudica, M. caesalpiniifolia,
Chamaecrista, Bauhinia, Erechtites, Eucalyptus and Euphorbiaceae were commonly identified.
In Restinga, pollen from Solanum, Chamaecrista, Protium, Psidium, Arecaceae, Desmodium,
Mauritia and Meliaceae (Preazinho Village) was found in samples, while
Combretum/Melastomataceae, Chamaecrista, Protium, Ardisia, Solanum and Psidium were the
most frequent pollen types in samples from Cerrado in the city of Boa Vista. Despite the
samples having been collected in a single month, they nonetheless showed dissimilarity in
pollen types. This demonstrates the utility of pollen analysis to characterize different
environments and possibly, the dietary habits of associated bees. Souza et al. (2015) analyzed
geopropolis samples from four Scaptotrigona aff. postica colonies collected over the course of
a year in Barra do Corda in the central region of Maranhao. The area contains secondary forest
vegetation, riparian forest, and pastures, as well as ornamental and medicinal plants in
backyards of residences. The authors reported that Borreria verticillata was the most frequent
pollen type found in samples, followed by Anadenanthera and Mimosa caesalpiniifolia. Ribeiro
et al. (2016) analyzed 120 samples of Melipona fasciculata geopropolis collected during a year
in Palmeirandia (periodically flooded field vegetation) and Barreirinhas (Cerrado) in Maranhao.
A total of 121 pollen types were identified, belonging to 52 families and 84 genera. The
predominant types (> 45%) were Adenocalymma inundatum (Bignoniaceae), Bauhinia reflexa
(Caesalpiniaceae), Caryocar (Caryocaraceae), Chamaecrista (Fabaceae), Lafoensia
(Lythraceae), Mauritia (Arecaceae), Machaerium (Fabaceae), Mimosa pudica (Mimosaceae),
and Ouratea (Ochnaceae). Several pollen types were unique to a single environment, and as
such were able to phytogeographically characterize seasonal flowering as well as identify plant

species present in the study area.
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Considering the scarcity of research on Brazilian geopropolis, the present study aimed
to determine the palynological spectra of Melipona (Melikerria) fasciculata Smith 1854,
Melipona (Michmelia) seminigra Friese 1903, Melipona flavolineata Friese 1900, and
Melipona subnitida Ducke 1910. We also characterize the relationships between these stingless

bee species and regional vegetation in the Maranhense Amazon.

Materials and Methods

Study are and sample collection

Maranhao State has an area of 328.63 km , representing 3.86% of the Brazilian national
territory. It is located in northeastern Brazil between 01°01” and 10°21°07” S, and 41°48°30”
and 48°50°51” W. The vegetation differs from that of other states, and includes the transition
region between the Amazonian forest, the Cerrado do Planalto Central, and the Northeastern
Caatingas. This unique position gives Maranhao state great ecological importance, as is it
composed of a phytogeographic mosaic with high probability of overlap and interactions
between fauna from the three macroregions.

Geopropolis samples were collected monthly from December 2013 to December 2014
in a meliponary located in the municipality of Santa Luzia do Parud (02°32°36,2”" S;
45°46°26,9> W), which is located in the western portion of Maranhao in the microregion of
Pindaré (Figure 1). We used a chisel to scrape geopropolis samples from 10 stingless bee
colonies: three Melipona fasciculata colonies, three M. flavolineata colonies,
two M. subinitida colonies, and two M. seminigra colonies. The populations presented good
sanitary conditions and sufficient numbers of bee workers for sampling. The Alto Turi region
of Maranhdo lies predominantly in a forest ecosystem, with some Cerrado. Its entire perimeter
is in the Maranhense Amazon, a region of forest influenced by the Turiagu river, which is
born in the same region in the Serra da Desordem (MTE, 2012). The entire northwestern region
of Maranhdo is covered by forest corresponding to  the Tocantins and Gurupi regions as
described by Hueck (1972), which extend from the Gurupi river to the Mearim, passing through
Pindar¢.

Throughout the landscape large plant species are prominent, including Piranhea
trifoliata Baill. (piranheira), Cenostigma tocantinum Ducke (caneleiro), Hymenaea courbaril
L. (jatobd), Spondias lutea L. (cajazinho), Copaifera reticulata Ducke (copaiba), Hymenaea
parvifolia Huber (jatoba-curuba), as well as highly dense species like Protium tenuifolium

Engl. (amescldo). There are also rare species in the area, including
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Tabebuia impetiginosa Mart. ex DC. Standl. (ipé-roxo), Tabebuia serratifolia (Vahl) Nichols
(ipé-amarelo),  Parkia sp. (faveira), Astronium  gracile  Engl. (muiracatiara),
Eschweilera amazonica R. Knuth (juruparana), Apuleia leiocarpa (Vog.) Macbr (amareldo),
Lecythis usitata R. Knuth (jarana), and Didymopanax morototoni (Aubl.) Decne & Planch
(morototd), among others that account for the high botanical diversity in this area (Muniz,

2011).
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Figure 1: Map showing the location of the meliponary where stingless bee geopropolis samples

were collected in the municipality of Santa Luzia do Parua, Maranhao, Brazil.

Laboratory preparation of geopropolis samples and palynological analysis

We prepared and analyzed samples following Barth (1998). We first extracted 0.5 grams
of each sample of geopropolis using 15 ml ethanol, incubated overnight or for several days.
Samples were washed in distilled water and filtered through a 0.3 mm mesh sieve to eliminate
larger organic particles. The filtrate was then placed on an ultrasonic agitator for 3 minutes,
using special plastic tubes with sealing rings and 5 pm nylon mesh to eliminate other

fragments. Prior to the application of the Erdtman (1960) acetolysis
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mixture, we prepared microscope slides from the sediment retained on the mesh sieve for future
analysis of the figurative elements and inorganic material, to aid in sample characterization
(Barth & Luz, 2003; Barth & Freitas, 2015). At the end of the preparation, permanent slides
were prepared in triplicate, made with glycerine-jelly and paraffin-sealed (Kisser, 1935; Muller,
1947).

The palynological evaluation was based on counts of at least 300 pollen grains per
sample, observed under a light microscope at resolutions ranging from 400X to 1000X.
Identification of the pollen types was by comparison with the area reference library following
Santos (2011), whose slides are available in the Laboratory of Bee Studies (LEA) at Federal
University of Maranhdo. The pollen catalogs used for identification were Carreira (1976),
Melhem & Abreu (1981), Palacios, Ludlw & Villanueva (1991), Roubik & Moreno (1991),
Carreira (1996), Veldsquez & César (1999), Carreira & Barth (2003), Moura et al. (2004),
Leal etal. (2011), among others. Pollen was identified to genus whenever possible, and the
denomination "type" was used (Barth, 1989).

To characterize the phytogeographic origin of the samples, the pollen grain count from
nectariferous, anemophilous, and polliniferous species (Barth, 1998) were included in the
pollen sum (i.e., the pollen types included in the calculations). The percentage of pollen grains
in each sample was based on their frequency classes, such as ‘‘Predominant Pollen’’ (45% of
the total pollen grains counted), ‘‘Secondary Pollen’’ (15-45%), ‘‘Important Minor Pollen’’
(3—15%) and ‘“Minor Pollen’’ (3%) following Zander (Louveaux et al. 1978). The frequency
of occurrence of pollen types in the sample set was characterized according to Jones & Bryant
(1996), who considered the presence or absence of a particular pollen type per sample,
classifying them as very frequent (> 50%), frequent (21-50%), infrequent (10-20%), or rare
(<10%).

Statistical analysis of the palynological data

We used principal component analysis (PCA) to examine the influence of quantitative
and qualitative data on the ordination of pollen types in geopropolis samples  for each bee
species individually, and then among the four bee species. For data interpretation, geopropolis
from colonies of each bee species were integrated into a monthly sample. At the end, we
obtained 130 geopropolis samples. We used the FITOPAC program (Shepherd, 1996) for
transformation of absolute counts to natural log [log (x + 1)], and then a covariance matrix
was constructed using PC-ORD 4.0 (Mccune & Mefford, 1999). Variability between the

samples was expressed using the first two axes
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from the PCA. MINITAB 15 (Minitab, 2008) was used to analyze percent similarity between

samples for each bee species individually and among the four bee species.

Results

The samples showed coloration ranging from black to brown. Geopropolis from
M. subnitida and M. seminigra colonies was pliable and malleable, whereas samples from
M. flavolineata and M. fasciculata colonies were rigid and contained large amounts of sand
and clay. No trichomes were observed in geopropolis samples in this study. Fragments of
soot and organic material were common, as well as sand grains of various sizes and small soil
particles; this agrees with the literature describing materials used by Meliponinae for
preparation of geopropolis. Fungal spore hyphae and macroscopic fragments of plant tissue
were also common in the samples.

Pollen spectrum of geopropolis samples

We obtained a total of 130 geopropolis samples from M. fasciculata, M. flavolineata,
M. seminigra, and M. subnitida. We found a total of 148 pollen types distributed among 49
families and 108 genera, as well as two unidentified types (Table 1). M. fasciculata
geopropolis comtained 64 pollen types from 28 families and 53 genera; in M. flavolineata 98
pollen types were identified from 33 families and 72 genera. M. seminigra geopropolis
contained 93 pollen types from 37 families and 70 genera, while
M. subnitida had 107 pollen types from 40 families and 72 genera. The
months with the highest number of pollen types (richness) were December 2013, June
2014, September 2014, October 2014 and December 2014 (Figure 2). When geopropolis from
M. subnitida colonies were analyzed separately, we found a peak in richness in December
2013, February 2014 and November 2014; for M. seminigra richness was highest in
December 2013, and September and October 2014; for M. flavolineata richness was highest in
June and October 2014; and for M. fasciculata it was highest in December 2013, and February
and October 2014 (Figure 2). Geopropolis from Melipona subnitida had the highest number of
pollen types in six of the study months (December 2013 and February, May, June, September,
and November 2014) followed by
M. flavolineata in January, June and October 2014, and finally M. seminigra in April. M.
subnitida and M. flavolineata had the same number of pollen types in July and December 2014,
as did M. seminigra in September 2014 (Figure 2).
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Figure 2: Distribution of the pollen types in samples stingless bee geopropolis by month of
collection (December 2013 to December 2014) in the municipality of Santa Luzia do Parua,

MA, Brazil.

The most common pollen types in our four Melipona species were: Anacardium
(Anacardiaceae) (Fig. 3-a), Attalea speciosa Mart. (Arecaeae) (Fig. 3-b), Anadenanthera
(Mimosaceae), Borreria verticillata (L.) G. Mey. (Rubiaceae) (Fig. 3-0), Byrsonima
(Malphigiaceae), Baccharis (Asteraceae) (Fig. 3-c), Clusia (Clusiaceae) (Fig. 3-f),
Combretum/Melastomataceae, Chamaesyce Type 1 (Euphorbiaceae), Chamaecrista
(Faboideae) (Fig. 3-j), Croton (Euphorbiaceae), Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Eucalyptus
(Myrtaceae), Hyptis (Lamiaceae) (Fig. 3-1), Lacistema (Lacistemaceae) (Fig. 3-k),
Machaerium (Faboideae), Mauritia (Arecaceae), Mimosa pudica L. (Mimosaceae), Mimosa
caesalpiniifolia Benth. (Mimosaceae), Mouriri (Melastomataceae) (Fig. 3-m), Myrcia/Psidium
(Myrtaceae) (Fig. 3-n), Omphalea (Euphorbiaceae) (Fig. 3-i), Posoqueria (Bignoniaceae),
Protium leptostachyum Cuatrec. (Burseraceae) (Fig. 3-¢), Senna Type I (Faboideae), Schrankia
Type I (Mimosaceae), Solanum (Solanaceae), Symphonia globulifera
L. f (Clusiaceae) (Fig. 3-g) e Vernonia Type 1 (Asteraceae) (Fig. 3-d)
(Table 1). Some pollen types were restricted to one bee species throughout the year (Table 2).

In M. fasciculata, there were six pollen types characterized as “very frequent”:

Atalea speciosa, Borreria verticillata, Hyptis, Vernonia type 1, Machaerium and Protium.
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In M. flavolineata there were ten: Atalea speciosa, Anacardium, Borreria verticillata,
Eucalyptus, Hyptis, Machaerium, Myrcia/Psidium, Protium, Senna type 1 and Symphonia
globulifera. M. seminigra had 11 “very frequent” pollen types: Anacardium, Atalea speciosa,
Borreria verticillata, Euterpe/Syagrus, Hyptis, Machaerium, Mimosa caesalpiniifolia,
Mouriri, Myrcia/Psidium, Protium and Senna type 1. M. subnitida had 17: Anacardium,
Atalea speciosa, Borreria verticillata, Chamaecrista, Chamaesyce, Desmodium type 1,
Eucalyptus, Machaerium, Mimosa caesalpiniifolia, Mouriri, Myrcia/Psidium, Omphalea,

Poaceae, Protium, Schrankia type 1, Senna type 1 and Symphonia globulifera.
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Figure 3: Common pollen types observed in geopropolis samples from Melipona subnitida, M.
seminigra, M. flavolineata and M. fasciculata colonies in the Amazonian areas of Maranhao
state, Brazil: a. Anacardium (Anacardiaceae); b. Attalea speciosa (Arecaeae); ¢. Baccharis
(Asteraceae); d. Vernonia Tipo 1 (Asteraceae); e. Protium leptostachyum (Burseraceae); f.
Clusia (Clusiaceae); g. Symphonia globulifera (Clusiaceae); h. Chamaesyce Tipo 1
(Euphorbiaceae); i. Omphalea (Euphorbiaceae); j. Chamaecrista (Faboideae); k. Lacistema
(Lacistemaceae); 1. Hyptis (Lamiaceae); m. Mouriri (Melastomataceae); n. Myrcia/Psidium

(Myrtaceae); 0. Borreria verticillata (Rubiaceae). Scale bars = 10pum.

Pollen variability among geopropolis samples from all four bee species summarized
47.83% in the first two PC axes (Figure 4). The first axis accounted for 40.69% of the total
variance, with values strongly associated with the constant presence among samples and
months, as well as high counts of Anacardium (Anacardiaceae), Attalea speciosa (Arecaceae),
Borreria verticillata (Rubiaceae), Hyptis (Lamiaceae), Machaerium (Faboideae), Mouriri
(Melastomataceae), Myrcia/Psidium (Myrtaceae), Omphalea (Euphorbiaceae), Protium
leptostachyum  (Burseraceae), Senna Type 1 (Faboideae) and Symphonia globulifera
(Clusiaceae). Some pollen types were unique to each bee species by month, including
Anadenanthera (Mimosaceae), Byrsonima (Malphiguiaceae), Chamaecrista (Faboideae),
Chamaesyce Type 1 (Euphorbiaceae), Clusia grandiflora Splitg. (Clusiaceae), Cleobulia
(Faboideae), Croton (Euphorbiaceae), FEucalyptus (Myrtaceae), Eugenia (Myrtaceae),
Euterpe/Syagrus (Arecaceae), Lacistema (Lacistemaceae), Mauritia (Arecaceae),
Melastomataceae Type, Merremia (Convolvulaceae), M. caesalpiniifolia (Mimosaceae), M.
pudica (Mimosaceae), Poaceae Type, Posoqueria (Rubiaceae), Pterocarpus (Faboideae),
Schrankia Type 1 (Mimosaceae), Solanum (Solanaceae), Vernonia Type I (Asteraceae) and
Vismia (Hypericaceae). The pollen types ordinated on the right side of the graphic presented
the lowest count values or were not present in all of the samples, so they did not have strong
influence on sample ordination.

The similarity dendrogram for monthly geopropolis samples from each bee species
formed six main groups, with three isolated samples (Figure 5). The block (a) in the center
was composed of 17 very similar samples (97.78%) from M. flavolineata colonies (urugu-
amarela, A), M. seminigra (urugu boca de renda, B) and M. fasciculata (tiiba, T), as follows:

eight samples from the beginning and end of the year for M.
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flavolineata [GP7A (01/14), GP11A (02/14), GP15A (03/14), GP19A (04/14), GP23A
(05/14), GP43A (10/14), GP47A (11/14), GP51A (12/14)]; five samples throughout the year
for M. seminigra [GP14B (03/14), GP18B (04/14), GP22B (05/14), GP34B (08/14),
GP50B (12/14)]; and four samples throughout the year for M. fasciculata [GP16T (03/14),
GP28T (06/14), GP44T (10/14), GP352T (12/14)].
To this group we added another 13 samples from the same bee species, forming group
(b) with 85.97% similarity (three samples in the middle of the year from M. flavolineata
[GP27A (06/14), GP31A (07/14), GP35A (08/14)]; seven samples throughout the year from
M. seminigra [GP2B (12/13), GP6B (01/14), GP26B (06/14), GP30B (07/14), GP38B (09/14),
GP42B (10/14), GP46B (11/14)]; and three = samples
from M. fasciculata [GP20T (04/14), GP32T (07/14), GP48T (11/14)].
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Figure 4: Ordination of the principal component analysis (PCA) for monthly geopropolis
samples from stingless bee species (M. subnitida, M. seminigra, M. flavolineata and M.
fasciculata) in the municipality of Santa Luzia do Parud, MA, ( = Codes for pollen types
identified).
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Group (d) had 85.40% similarity with the previously formed group (b), then group
(c) was formed with nine samples from Melipona subnitida (jandaira, J) [GP13J (03/14), GP29]
(07/14), GP33J (08/14), GP37J (09/14), GP41J (10/14), GP45] (11/14), GP49J (12/14)],
one from M. fasciculata [GP40T (09/14)]; and one from M. flavolineata [GP39A (09/14)],
along with two additional samples from M. fasciculata [GPAT (12/13), GP24T (05/14)]. Group
(f) included the previously formed group (d) with group (e), plus one sample from M.
flavolineata [GP3A (12/13)], one from M. subnitida [GP17] (04/14)], and one from M.
fasciculata [GP36T (08/14)]. Group (e) presented 79.96% similarity in pollen
types and included five samples, one from M. seminigra [GP10B (02/14)], two from M.
subnitida [GP1J (12/13), GP5J (01/14)], and two from M. fasciculata [GP8T (01/14), GP12T
(02/14)]. Finally, to the right of the graphic, Melipona subnitida [GP9J (02/14), GP21J (05/14),
GP25J (06/14)] were the most distinct, with only 71.87% similarity.
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Figure 5: Dendrogram showing similarity among monthly samples of the geopropolis from four
stingless bee species (M. subnitida, M. seminigra, M. flavolineata and M. fasciculata) from

December 2013 to December 2014 in the municipality of Santa Luzia do Parua, MA, Brazil.
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Table 1: Pollen types collected by Melipona fasciculata (Mfa), Melipona flavolineata (Mf1), Melipona seminigra (Msem) and Melipona
subnitida (Msub) from December / 2013 to December / 2014, in the municipality of Santa Luzia do Parua, MA , Brazil (Pollen
frequency per month (> 45% (P), 15 to 45% (S), 3 to 15% (I) and <3% (M)) ** Pollen types restricted to samples of a species of Bee. *
= Presence in the sample.

Months Bee species
Families/pollen types Dez Jan Fev. Mar  Abr Mai Jun Jul Ago Set Out  Nov Dez Mfa  Mfl Msem Msub
MONOCOTILEDONEAS
ARECACEAE
Atalea speciosa M 1 I M M M I 1 M M M M M * * * *
Euterpe/Syagrus M - I I 1 I - M M I M I I * * * *
Mauritia - I - I I - - - P - - M M * * * *
COMMELINACEAE
Dichorisandra** - M - - - - - - - R - - R *
CYPERACEAE - - M - - M M - - - M - - * * * *
POACEAE M - M M M M M M - - M - - * * * *
Zea mays** - - - - - - - - - R M R M *
PONTEDERIACEAE * *
Eicchornia - - - - - - - - - M - M R * R *
Pontederia - - - - - - - - - R M M R * *
EUDICOTILEDONEAS
ACANTHACEAE** - - B - M - - - - - - - - *
AMARANTHACEAE
Althernanthera - 1 M M - M - - - M - M - * *
Amaranthus - - - - - - - - - M - I - * *
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Continuagao

ANACARDIACEAE

Anacardium

Mangifera

Tapirira

Spondias

APOCYNACEAE

Lacmellea™*

Thevetia

ASTERACEAE

Baccharis

Erechtites

Eupatorium**

Vernonia 1

Vernonia 11**

BIGNONIACEAE

BIGNONIACEAE I

BIGNONIACEAE IT**

BIGNONIACEAE IIT**

Adenocalymna inundatum

Adenocalymna sp.**

Tabebuia

Tabebuia 11**

BURSERACEAE

Protium leptostachyum

65



Continuagdo

Trattinnickia**

CARYOCARACEAE
Caryocar®*
CACTACEAE
Opuntia**

CECROPIACEAE

Cecropia**
CLUSIACEAE

Clusia

Clusia grandiflora

Platonia insignis**
Symphonia globulifera
Combretum/Melastomataceae
CONVOLVULACEAE
Ipomoea

Merremia
CHRYSOBALANACEAE
Hirtella**
CURCUBITACEAE
Cayaponia**
CONNARACEAE

Connarus**

1
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DILLENIACEAE
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Continuagdo

Doliocarpus**
EUPHORBIACEAE
Acalypha
Alchornea
Chamaesyce 1
Chamaesyce 11
Croton
EUPHORBIACEAE 1
Euphorbia
Omphalea
FABACEAE
Acacia
Anadenanthera
Andira**
Bauhinia
Bowdichia
Calopogonium
Cedrelinga**
Centrosema**
Chamaecrista
Cleobulia
Copaifera
Desmodium 1

Desmodium 11

*
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Continuagdo

Dolichos**
Erythrina**
FABACEAE I**
FABACEAE II**
Inga
Machaerium
Mimosa caesalpiniifolia
Mimosa invisa
Mimosa pudica
Mimosa sp.
Neptunia
Paloveopsis emarginata**
Parkinsonia**
Piptadenia
Pterocarpus
Sclerolobium
Schrankia 1
Schrankia 11
Senna 1

Senna 11
Stryphnodendron
Stylosanthes **
Swartzia**

Tachigalia**
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Continuacdo

GENTIANACEAE** - - - - - - - - - M - - M *
HYPERICACEAE

Vismia - - - - M 1 I - M - 1 M M M * * *
LACISTEMACEAE

Lacistema . M - - - - - 1 M M 1 _ _ * % * *
LAMIACEAE

Hyptis - - M M - M M M P P P M * * * *
LAURACEAE * * * *
Ocotea - - 1 - M - - - M - - - - * * *
MALPIGHIACEAE

Banisteriopsis** - - - - - - - - - - M - - *
Byrsonima - - M - - M M M - - - _ _ * * * *
MALVACEAE

Erioteca™* - - - - - - - - - - - - M ®
Luehea** - - - R - - - - - - M R R *
Manihot - - - - - - - - - - - R I * *
Sida** - - - - - - - - M - - R R *
MELASTOMATACEAE

Mouriri - - I - I 1 I I I 1 1 M I * * * *
MiconialTibouchinia - - - - - - - - M M M - _ * *
MELIACEAE

Trichilia - - - - - - - M R M - R R * * *
MENISPERMACEAE - - - - M - M - - M M M M * * *

MORACEAE** - M - - - - - - - - - - - *




Continuagio

MYRTACEAE
Eucalyptus

Eugenia
Mpyrcia/Psidium
MYRSINACEAE
Ardisia
NYCTAGINACEAE
Guapira**
ONAGRACEAE
Ludwigia
PHYTOLACCACEAE
Seguiera**
RUBIACEAE
Borreria latifolia
Borreria verticilatta
Coutarea™*
Declieulia**
Guetarda™*
Manettia**
Posoqueria
Psicotrya**
RUBIACEAE 1
RUBIACEAE II**

RUBIACEAE III
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Continuagdo

RUBIACEAE IV**

RUTACEAE

Zantholylum

SALICACEAE

Casearia 1**

Casearia 11**

SAPINDACEAE

Paullinia

Serjania**

Talisia

SIMAROUBACEAE

Picramnia**

Simarouba

SOLANACEAE

Browallia

Solanum

IYRIDACEAE

Iyris**

Tipos Indeterminados

ND1**

ND2#**

Total de Tipos Polinicos
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Table 2: Occurrence frequency of the pollen types identified in the stingless bees geopropolis from December / 2013 to December / 2014, in the municipality of
Santa Luzia do Parua, MA, Brazil (According to Jones and Bryant Jr. 1996: Frequent (> 50%), frequent (20-50%), infrequent (10-20%) and rare ((<10%)).

Classe de Ocorréncia

Espécies de Abelhas R (<10%) I(10 2 20%) F (21 a 50%) MF (>50%)
Melipona fasciculata CYPERACEAE, Zea mays, Amaranthus, Baccharis, Tabebuia 1,  Euterpe/Syagrus, Mauritia, Erechtites,Vernonia ~POACEAE, Anacardium, Symphonia  Atalea  speciosa, Vernonia 1,
Trattinnickia, Opuntia, Combretum/MELASTOMATACEAE, I, Clusia, Omphalea, Anadenanthera, globulifera, Chamaecrista, Senna 1, Mimosa  Protium,  Machaerium,  Hyptis,
Ipomoea, Merremia, EUPHORBIACEAE, Acalypha, Chamaesyce  Piptadenia, Byrsonima, RUBIACEAE 1. pudica, Mimosa caesalpiniifolia, Schrankia 1, ~ Borreria verticillata.
I, Croton, Desmodium 11, Andira, Calopogonium, Cleobulia, Mouriri, Eucalyptus,  Myrcia/Psidium,
Pterocarpus, Sclerolobium, Inga, Mimosa sp., Schrankia 11, Solanum.
Stryphnodendron, Lacistema, MENISPERMACEAE, Ardisia,
Ludwigia, RUBIACEAE 1V, Declieuxia, Posoqueria, Psicotrya,
Zanthoxylum, SAPINDACEAE, Picramnia.
Melipona flavolineata CYPERACEAE, Zea mays, Pontenderia, Manguifera, Baccharis, —Mauritia, POACEAE, Althernantera,  Euterpe/Syagrus, Tapirira, Thevetia, Atalea  speciosa,  Anacardium,
BIGNONIACEAE 11, Adenocalymna inundatum, Adenocalymna — Amaranthus, Spondias, BIGNONIACEAE 1, Vernonial, Ipomoea, Merremia, Chamaesyce  Protium, Symphonia globulifera,

Melipona seminigra

Melipona subnitida

sp., Clusia grandiflora, Hirtella, EUPHORBIACEAE, Chamaesyce
I, Euphorbia, Bauhinia, Paloveopsis emarginata, Tachigalia,
Bowdichia, Calopogonium, Centrosema, Cleobulia, Dolichos,
Sclerolobium, Senna 11, Acacia, Inga, Neptunia, Schrankia 11,
Lacistema, Manihot, Sida, Trichilia, MENISPERMACEAE,
Ludwigia, Borreria latifolia, Posoqueria,  Zanthoxylum,
SAPINDACEAE, Paullinia, Talisia, Browallia, Xyris, ND37.

Dichorisandra, CYPERACEAE, Potenderia, Lacmellea, Thevetia,
Erechtites, Eupatorium, BIGNONIACEAE II, Adenocalymna
inundatum, Hirtella, Clusia, Platonia insignis, Merremia,
Cayaponia, EUPHORBIACEAE 1, Acalypha, Alchornea,
Copaifera, Bauhinia, Bowdichia, Cleobulia, Acacia, Mimosa invisa,
Ocotea, MENISPERMACEAE, RUBIACEAE 1, Coutarea,
Manettia, Zanthoxylum, Casearia 11, Simarouba, Browallia,
Solanum, ND35.

Manguifera, ACANTHACEAE, Vernonia 1, Caryocar, Clusia,
Connarus, Alchornea, Euphorbia, FABACEAE 111, Desmodium 11,
Senna 1, Swartzia, Stylosanthes, Cedrelinga, Neptunia,
Stryphnodendron, Banisteriopsis, Erioteca, Luehea, Manihot,
Miconia/Tibouchina, Ludwigia, RUBIACEAE I, RUBIACEAE III,
Borreria latifolia, Declieuxia, Talisia, Simarouba.

Tabebuia 1, Tabebuia 1, Clusia, Alchornea,
Copaifera, Pterocarpus, Anadenanthera, Ocotea,
Byrsonima, Miconia/Tibouchina, Serjania.

ARECACEAE, Mauritia, Amaranthus,
BIGNONIACEAE 1, Cecropia, Chamaesyce 1,
Croton, Euphorbia, Omphalea, Desmodium 1,
Pterocarpus, Schrankia 1, GENTIANACEAE,
Vismia, Byrsonima, Trichilia, Guetarda, Serjania.

Mauritia, Tapirira, Spondias, BIGNONIACEAE

I, Tabebuia 1, Tabebuia 11, Doliocarpus,
Chamaesyce 1,  Bowdichia, Stylosanthes,
Schrankia 11, Lacistema, Ocotea, Ardisia,

Seguiera, Casearia 1.

1, Croton, Omphalea, Chamaecrista, Mimosa
pudica, Mimosa caesalpiniifolia, Piptadenia,
Vismia, Mouriri, MENISPERMACEAE,
Eugenia, RUBIACEAE 1, Solanum.

POACEAE, Tapirira, Baccharis, Vernonia 1,
Combretum/MELASTOMATACEAE,
Clusia grandiflora, Chamaecrista,
Sclerolobium,  Anadenanthera, Mimosa
pudica, Piptadenia, Lacistema, Eugenia,
Ardisia, Guapira, Posoqueria.

Euterpe/Syagrus, CYPERACEAE,
Althernantera, Thevetia, Baccharis, Clusia
grandiflora,

Combretum/MELASTOMATACEAE,

Croton, FABACEAE |, Cleobulia,
Parkinsonia, Pterocarpus, Anadenanthera,
Inga, Mimosa pudica, Mimosa invisa,

Mimosa sp., Piptadenia, Vismia, Hyptis,
Byrsonima, Trichilia, MENISPERMACEAE,
Eugenia, Posoqueria.

Machaerium, Senna 1, Hyptis,
Eucalyptus, Myrcia/Psidium,
Borreria verticillata.

Atalea speciosa, Euterpe/Syagrus,
Anacardium, Protium, Machaerium,
Senna 1, Mimosa caesalpiniifolia,
Hyptis, Mouriri, Myrcia/Psidium,
Borreria verticillata.

Atalea  speciosa, = POACEAE,
Anacardium, Protium, Symphonia
globulifera, Chamaesyce,
Omphalea, Desmodium I,
Chamaecrista, Machaerium, Senna
I Mimosa caesalpiniifolia,
Schrankia 1, Mouriri, Eucalyptus,
Myrcia/Psidium, Borreria
verticillata.
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Discussion

No trichomes were observed in the geopropolis samples in the four Melipona species
studied, which corroborates the observations of Barth & Luz (2003), Barth (2006), Barth
& Freitas (2015) in other Brazilian states. This suggests that lack of trichomes and the
presence of minerals and constituent soils are characteristic of geopropolis, in contrast to
propolis produced by Apis mellifera. Hyphae and fungal spores, as well fern and bryophyte
spores were nearly constant in geopropolis samples. These materials were likely transported
by wind, where they fell onto the fresh, sticky resins prior to bee collection (Freitas et al.,
2013).

Pollen richness was highest in samples from Melipona subnitida colonies (107 types),
followed by M. flavolineata (98) and M. seminigra (93). As pollen in the geopropolis is a
result of "contamination" from the air and interior colony food stocks, it probably represents
stronger foraging effort using more diverse plant species for these three bee species compared
to M. fasciculata, which had far fewer pollen types (64) in geopropolis samples collected
throughout the year. For several months, Melipona flavolineata, M. fasciculata and M.
seminigra samples were more similar to each other than to those of M. subnitida, however,
M. fasciculata geopropolis had fewer pollen types than the other three species. A total of 121
pollen types were observed in a study by Ribeiro, De Albuquerque & Da Luz (2016), in
which the authors sampled 120 geopropolis samples from five M. fasciculata colonies from two
distinct regions of Maranhao (Cerrado and periodically flooded fields); this value is
double the wvalue found in the current study. These differences in pollen counts likely
reflect differences in bee foraging habits among vegetation types, and this factor should be
taken into consideration in future studies.

The Meliponini are considered generalist species, and individuals have physical,
physiological, and behavioral abilities which allow them to visit several types of flowers; they
are thus numerically dominant among the visiting floral insects (Ramalho, 2004). Roubik
(1981) mentioned that foraging behavior in Meliponini species is quite diversified, leading
to the classification as generalists, as also indicated by Absy et al. (1984), Engel &
Dingemans-Bakels (1980), Kleinert-Giovannini & Imperatriz-Fonseca (1987) and Michener
(1979). According to Marques-Souza et al. (1993), this generalist foraging behavior is primarily
due to the short flowering period of most plants, rather than to other external factors such
as competition with other floral visitors. However, Kerr etal. (1986, 1987), Guibuetal. (1988)
and Ramalho, Kleinert-Giovannini & ImperatrizFonseca (1989) emphasized that these bees

are generally selective and try to explore several food
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sources. Wilms, Imperatriz-Fonseca & Engels (1996) mention that Melipona species may have
acquired preferences for certain flowers via co-evolution. Guibu et al. (1988), Marques-Souza
et al. (1993) and Marques-Souza (1996) warn us that possible floral preferences or seasonal
food reduction may be related to exploitation of a few sources. Among the pollen grains
identified in the geopropolis studied here, several are from plants with a short flowering period,
such as Adenocalymna inundatum, Eicchornia, Eupatorium, Copaifera, Ludwigia,
Myrcia/Psidium, Tabebuia, Tapirira, Talisia, Schinus, and Zanthoxylum, among others.

The pollen grains in bee products are natural markers and therefore, pollen types
restricted to the geopropolis of one species can give indication of trophic preferences, especially
when they differ within the same collection area. It has been suggested that bees
may present floral preferences which serve to optimize the costs and benefits of foraging
(Ramalho, Silva & Carvalho, 2007). For example, they may prefer one source over another
due to ease of collection, or resource quantity or quality, or as a means to avoid interactions
with competitors (Cortopassi-Laurino & Ramalho, 1988). However, the presence of pollen
grains in propolis and geopropolis does not always indicate which flowers constitute the diet
of adult or juvenile bees. This is because pollen grains could have been carried by the wind,
or could represent sedimented pollen content from soil used by the native bees to produce
geopropolis. Pollen grains may also be deposited inadvertently while bees search for sources
of oils and floral resins for the construction of nests and food pots. Further, pollen present
on the body of a bee does not necessarily indicate that the species is a pollinator of that plant,
and even if it is, it does not provide information about the efficiency of pollination. Behavioral
studies of floral visitors and pollination systems, as well as studies of intraspecific pollen
deposition are thus necessary. Similarly, the presence of pollen on the body cannot provide
reliable information as to whether a bee species is generalist or specialist, because this pollen
represents only part of the trophic niche it occupies (Cane & Sipes, 2006).

The pollen types common to the stingless bees studied facilitated phytogeographic
characterization of the samples through interpretation of flora of local origin. Pollen studies
are of fundamental importance for knowledge of regional apicultural flora (Absy et al.,
1996). Pollen types from anemophilic or non-nectar plants in the region such as Alternanthera,
Acalypha, Cecropia, Cyperaceae and Poaceae were found in our samples, as well fern and
bryophyte spores. Barth (2006) emphasizes the importance of anemophilic pollen types,
indicating that these pollen grains can adhere to resin during the manufacture of the
geopropolis. This may provide information about the phytogeographic region of production,

and may indicate the presence of degraded areas
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with pioneer vegetation (Menezes & Araujo, 2004, 2005; Menezes, Peixoto & Araudjo, 2005).
Some plant species are strictly polliniferous, in which case bees contaminate geopropolis after
pollen storage, infusing the final product with both secondary and predominant pollen. This
occurs in Myrtaceae (some species, since Psidium guajava and Eucalyptus are sources of resin
for bees), Poaceae, and the genus Mimosa (Barth, 1989).

Fabaceae (Caesalpinioideae, Faboideae and Mimosoideae) had high richness in pollen
types (39). The Fabaceae family is one of the largest plant families, and is diverse with respect
to habits, ecological preferences, and mechanisms of maintenance, defense and reproduction
(Viana et al., 2006). The genus Mimosa was well represented in the current study, and
included M. caesalpiniifolia, M. pudica, M. invisa and Mimosa sp. This  is a legume genus
with the highest diversity in the Caatinga (Queiroz, 2009), containing plants that supply a large
quantity of pollen to bees (Ramalho et al., 1990; Barth, 1998) and which are commonly found
in dry areas. Pollen grains from this genus are commonly found in Brazilian propolis, and
Mimosa verrucosa is one of the most representative types  in propolis from Bahia (Freitas et
al., 2011). In red propolis in the Brazilian northeast, pollen from M. scabrella, M. verrucosa
and M. caesalpiniifolia are common (Luz et al., 2009).

The Rubiaceae family was also well-represented in the samples (11 types), with
Borreria latifolia and particularly, B. verticillata. In the propolis of Scaptotrigona aff. postica
in Maranhdo, Borreria verticillata type was also common (Souza et al., 2015). The genus
Borreria has around 100 species (Cabral, 1991) distributed in tropical and subtropical regions
of the America, Africa, Asia and Australia, with highest diversity in Brazil (Steyermark,
1972). Gongalves, Régo & Aratjo (1996) in their study of floral resources used by social bees
observed that B. verticillata was the most visited species in the municipality of Alcantara in
Maranhao. This species is considered a weed and invades agricultural areas and residential
backyards and gardens. Its flowers are commonly visited by several species of native bees
(Souza et al., 2015), and the high percentage observed mainly in the samples from Melipona
fasciculata demonstrate its trophic importance for stingless bees in the study area.

Attalea speciosa, Euterpe/Syagrus and Mauritia (Arecaceae) were common pollen
types in samples in the current study. Attalea is popularly known as Babassu, and  is native
to the transition zone between Cerrado and the southern open Amazon forest (Albiero et al.,
2007). Several species of this family are visited by bees due to prolonged flowering and
high abundance of pollen in the inflorescence (Oliveira, Absy & Miranda, 2009). Euterpe may

be represented by the species Euterpe edulis, popularly known as
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"palmito jugara". This species is found in preserved forests and is currently registered as
vulnerable (Centro Nacional de Conservagao da Flora, 2015) due to exploitation for the
consumption of heart of palm, which has led to reduced natural regeneration (Reis & Reis,
2000). According to Dorneles et al. (2013), Euterpe edulis has entomophilic pollination, being
visited by several species of bees including A. mellifera (considered an effective pollinator
of the species). According to these authors, both male and female flowers have nectar. The
Euterpe/Syagrus type is also found very frequently in Apis mellifera honey in preserved Atlantic
forest in the southern region of Sdo Paulo (Bosco, 2015). The Anacardiaceae family was
represented in the samples with Anacardium, Mangifera, Spondias and
Tapirira. Nectar is the floral reward offered to visitors in most species of this family. Luz et al.
(2009) found Anacardium and Tapirira pollen in red propolis in northeastern Brazil, and
considered these species to be among the possible sources of resin for those study locations.

The family Pontederiaceae was represented by the Eichhornia and Pontederia types.
Ribeiro et al. (2016) identified Neptunia and Pontederia types in the Palmeirandia samples
(periodically flooded fields) in Maranhao geopropolis. Martins et al. (2011) analyzed the honey
of ‘tiuba’ and also found these pollen types to be significant. Neptunia plena (L.) Benth.
(‘tripa de vaca’), Eichhornia azurea (Sw.) (‘aguap¢’), and Pontederia parviflora Alexander.
(‘cebola’) are typical of flooded areas. Several species of Pontederia are cited as important
for Apis mellifera in the Pantanal, including P. parviflora, which flowers abundantly from
April to May and from August to September (Salis, Reis & Marcondes, 2009). These types
are likely derived from food stocks from within the colonies, since their frequencies are
low and there is no indication that they are resinous plants. However, they were important to
statistically differentiate the samples, because they were rare pollen types (F.O <10%) for the
bees.

The family Asteraceae was represented in our samples by the types Baccharis,
Eupatorium, Erechtites, Vernonia Type Iand Type II. It is considered by some authors to
be one of the families with high importance for pollen production (Almeida-Muradian et
al., 2005). According to Ramalho et al. (1990), the abundance of apicultural plants of  this
family is indicative of transition regions of shrub and herbaceous habits. Species of the
Asteraceae family occurred in several samples of brown propolis from Rio de Janeiro state,
and are highly sought after by Apis mellifera for collection of pollen and néctar (Freitas et al.,
2010). Indigenous bees also seek resources in these families, although less commonly (Barros

et al., 2013; Oliveira et al., 2009; Ribeiro et al., 2016).
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Pollen grains frequencies in resinous plants are often not statistically significant in
propolis and geopropolis, thus other botanical elements are used to identify these species
(Bastos, Oliveira & Soares, 2000; Montenegro, Timmermann & Pefia, 2000; Montenegro, Pefia
& Timmermann, 2001). However, even at low values, pollen presence should be taken into
account. Some pollen types observed at low frequencies may indicate important resin sources
for bees (Barros et al., 2013; Ribeiro et al., 2016). Highlighted in  the present study is the
shrub Ardisia (Primulaceae), a very polliniferous genus containing species with branches that
secrete resin. The herb Hyptis (Lamiaceae) is indicated by Park et al. (2002) as one of the
sources of resin for northeastern propolis, while Vismia (Hypericaceae), commonly known as
‘lacre’, is found on the northeastern coast and produces a reddish exudate (Absy & Kerr,
1977).

Caryocar (Caryocaraceae) species are native to the Cerrado, and popularly known  as
‘pequi’. These species are considered a very attractive for stingless bees, and are used
economically for extraction of oils (Régo et al., 2007). The Myrcia/Psidium (Myrtaceae) pollen
type is one of the possible sources of resin, particularly goiabeira (Psidium guajaba L.)
(Oliveira & Bastos, 1998); Eucalyptus (Myrtaceae) is a genus that produces a large amount of
pollen, and was indicated as one of the sources of resin for propolis in Brazil (Barth, 1998; Barth
et al.,, 1999; Bastos, 2001; Lopes, Bankova & Sforcin, 2003; Barth & Luz, 2003; Barros
et al., 2013; Freitas et al., 2010; Matos et al. 2014; Ribeiro et al., 2016).

Protium (Burseraceae) is a tree commonly called "breu-branco" because it exudes  an
oily and amorphous resin with a characteristic aroma (Oliveira et al., 2005). Protium
heptaphyllum is widely used by stingless bees in Amazonas (Oliveira et al. 2009). Baccharis
(Asteraceae) species, particularly Baccharis dracunculifolia DC. (commonly known as
‘alecrim-do-campo’ or ‘vassourinha’) are native to Brazil and occur in abandoned
pastures and areas undergoing succession in Cerrado (Park et al., 2004). B. dracunculifolia has
tectorial and glandular trichomes on young leaves that secrete volatile and aromatic oils, which
are collected by Apis mellifera (Bastos, 2001; Spring, 2002; Sawaya et al., 2004; Salatino et al.,
2005; Teixeira et al., 2005).

Pollen types of the family Anacardiaceae (Anacardium, Tapirira and Spondias), were
also found in archaeological samples of propolis (Freitas et al., 2002) and geopropolis
(Barth et al., 2009). These serve as possible sources of red resin for red propolis (Luz et al.,
2009), secreted by gum-resin channels/cavities and usually associated with phloem (Metcalfe
& Chalk, 1950). Among all the families of resinous plants observed in our analyses,
Clusiaceae (with the pollen types Clusia, Clusia grandiflora, Symphonia globulifera and
Platonia insigni) stand out because they are derived from
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species known to produce terpenoid resins (Bittrich & Amaral, 1996, Gongalves-Alvim, 2001).
Clusia sp. (Ishida et al., 2011) and the other species of the Clusiaceae family have been shown
to contain benzophenones typical of metabolites from floral resins (Ishida et al., 2011).
Symphonia globulifera Linn. F. is a tree species with primary occurrence in the
Amazonian floodplain. This species has commercial value as its trunk is used in civil
construction (Jardim & Zoghbi, 2008), and its resin is mixed with imbauba coal (Cecropia)
to prepare a black bitumen for waxing candle wicks (Pesce, 2009) and caulking vessels
(Ribeiro, 1999). Platonia insignis (bacurizeiro) has a center of origin in the eastern Amazon,
occurring spontaneously in all states of the northern region and in Mato Grosso, Maranhao,
and Piaui. Ferreira (2008) observed that the bacurizeiros contain abundant resin, and the species

has economic importance since it occurs in vegetation and has high natural population density.

Conclusions

Using palynological methods we were able to verify the phytogeographic origin of
the geopropolis samples from Melipona fasciculata, M. flavolineata, M. seminigra and
M. subnitida colonies in an Amazonian forest area with Cerrado in westerns Maranhao state.
These results yield information for use in meliponiculture regarding possible resin sources for
locally produced geopropolis, helping direct efforts to specific production that will serve a
certain segment of the industry.

Anacardium, Ardisia, Baccharis, Caryocar, Clusia, Clusia grandiflora, Eupatorim,
Eucalyptus, Hyptis, MpyrcialPsidium, Platonia insignis, Protium, Spondias, Symphonia
globulifera, Tapirira and Vismia were the main pollen types utilized by stingless
bees in the study area. Possible trophic preferences were indicated by the presence of pollen
types restricted to single bee species. Geopropolis samples from Melipona flavolineata, M.
fasciculata, and M. seminigra were similar in several months of the sampling period, and
differed from those of M. subnitida. Of the ten colonies studied of four Melipona species,
the geopropolis of M. fasciculata accounted for nearly half of the pollen types discovered.
This should be taken into account in future research  that examines the foraging habits of
these bees among different vegetation types in Maranhao.

The palynological survey of geopropolis in Maranhdo provides a means for correlation
of results with those acquired using other analytical tools, including pharmacognostic
characterization or other active principles that aim to establish data for quality control and

product standardization.
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Resumo: Objetivou-se tracar o perfil palinologico e a composicdo quimica de amostras de
geopropolis de Melipona para fornecer subsidios a classificacao e qualidade do produto. Foram
coletadas, com auxilio de espatula esterilizada e acondicionadas em saco plastico atdxico,
amostras de geopropolis de Melipona fasciculata (Dez/13-Fev/14-Jun/14 e Jul/14 - GP1-GP4),
M. flavolineata (Jan/14-Mar/14-Ago/14 e Dez/14 - GP6-EGPS), M. seminigra (Jan/14-Jun/14-
Ago/14 e Nov/14 - GP10-GP12) e M. subnitida (Jan/14-Mar-14-Ago/14 e Nov/14 - GP 13-
GP16) em um melipondrio localizado no municipio de Santa Luzia do Parua, Oeste do Estado
do Maranhdo, Brasil. A metodologia utilizada para a identifica¢do dos tipos polinicos foi a de
Barth (1998). Para determinar o teor de polifenois totais (TPT) foi utilizando o reagente Folin-
Ciocalteau e carbonato de s6dio a 20%. Para a determinagao do teor de flavonoides totais (TFT)
utilizou-se o método fotocolorimétrico com solugao metandlica de cloreto de aluminio (AlCI3)
a 5% e para a atividade antioxidante dos extratos hidroalcoolicos da geoprépolis, o ensaio do
radical livre DPPH (Brand-Williams et al. 1995). Foi identificado um total de 65 tipos polinicos,
distribuidos em 25 familias, 55 géneros e 9 espécies. Nas amostras de geopropolis de
M.fasciculata identificamos 22 tipos polinicos; na de M. flavolineata 28 tipos, M. seminigra 20
tipos € M. subnitida 26 tipos. Os tipos polinicos que foram comuns as quatro espécies de
Melipona estudadas foram: Atalea speciosa, Anacardium, Protium, Machaerium, Mimosa
caesalpiniifolia Benth., Senna 1, Myrcia/Psidium e Borreria verticillata (L.) G. Mey. Os teores
de fenois totais encontrados nas amostras analisadas variaram de 14,43 -87,71% com um
conteudo médio de 32,19 %. Os extratos apresentaram teores de flavonoides acima de 2% que
permitem classifica-los, de acordo com a legislagdo brasileira como geopropolis com alto teor
de flavonoides. Para a atividade antioxidante ocorreu uma variagao de 2,20-44,35% com um
contetido médio de 23,14%. Houve uma variag¢do no teor de compostos fendlicos e flavonoides
entre as diferentes amostras das quatro espécies de Melipona analisadas. Os resultados obtidos
indicam que a espécie de abelha e a época de coleta, bem como a interacdo entre esses fatores,
influenciam a concentracdo de compostos bioativos na geopropolis. Desta forma, os dados
obtidos ressaltam a importancia do controle de qualidade e contribuem para a caracterizagao da

geopropolis na regido da Amazonia Maranhense.

Palavras-Chave: abelhas sem ferrdo, Palinologia, flavonoides, compostos fendlicos,

antioxidante.
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Abstract: The objective of this study was to trace the palynological profile and chemical
composition of Melipona geopropolis samples to provide subsidies on classification and
product quality. Geopropolis samples of Melipona fasciculata (Dez / 13-Feb / 14-Jun / 14 and
Jul / 14 - GP1-GP4), M. flavolineata (January 14 - (Jan / 14-Jun / 14-Aug / 14 and Nov / 14 -
GP10-GP12), M. seminigra (Jan / 14-Aug / 14 and Dec / 14 - GP6-EGP8) and M. subnitida
(Mar-14-Aug / 14 and Nov / 14 - GP 13-GP16) were collected, with sterile spatula and stored
in non-toxic plastics bags, in a meliponary located in the municipality of Santa Luzia do Parua,
West region of Maranhdo, Brazil. The pollen types were identified according to Barth (1998).
To determine the total polyphenol content (TPT), Folin-Ciocalteau reagent and 20% sodium
carbonate solution were used. For the determination of the total flavonoid content (TFT) the
photocolorimetric method was used with 5% aluminum chloride (AICI3) solution and the
antioxidant activity determined by DPPH Assay (Brand-Williams et al., 1995).A total of 65
pollen types were identified, distributed in 25 families, 55 genera and 9 species. In the samples
of M fasciculata we identified 22 pollen types; In M. flavolineata 28 types, M. seminigra 20
types and M. subnitida 26. The pollen types that were most common to the four Melipona
species studied were: Atalea speciosa, Anacardium, Protium, Machaerium, Mimosa
caesalpiniifolia Benth., Senna I, Myrcia / Psidium and Borreria verticillata (L.) G. Mey. The
total phenol contents found in the analyzed samples ranged from 14.43 -87.71% with an average
content of 32.19%. The extracts presented flavonoid contents above 2%, which allows them to
be classified according to Brazilian legislation as a geopropolis with a high content of
flavonoids. For the antioxidant activity a variation of 2.20-44.35% occurred with an average
content of 23.14%. There was a content variation of phenolic compounds and flavonoids
between different samples of the Melipona species analyzed. These results indicate that the
species of bee and a season of collection, as well as an interaction between these factors,
influence a concentration of bioactive compounds in the geopropolis. In this way, the data
obtained highlight the importance of quality control and contribution to characterization of the
geopropolis in the Amazon region of Maranhao.

Key words: stingless bees, palynology, flavonoids, phenolic compounds, antioxidant.
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INTRODUCAO:

As abelhas sem ferrdo sdo generalistas, coletando néctar e polen de uma vasta variedade
de plantas (Biesmeijer et al. 2005; Nogueira-Neto 1997; Silveira et al. 2002; Ramalho et al.
1990; Régo et al. 2008) e sao consideradas importantes polinizadores de plantas nativas
tropicais e subtropicais (Heard, 1999). A regido amazdnica abriga uma grande variedade de
ecossistemas que proporcionam uma diversidade de nichos para essas abelhas, nos quais as
plantas nativas e introduzidas oferecem diversos recursos como poélen, néctar, além de
substratos para nidificagdo e materiais como, resinas ¢ fibras para a constru¢ao de seus ninhos
(Venturieri et al., 2012). A Amazdnia ¢ detentora da maior diversidade de meliponineos do
Brasil, em especial os do género Melipona (Silveira et al., 2002), onde se encontram as espécies
de maior porte e de vasto manejo.

Os meliponineos podem produzir prépolis ou geopropolis, e a quantidade destes
produtos varia de acordo com a espécie de abelha (Kerr, 1987; Nogueira-Neto, 1997). A
propolis € elaborada pelas abelhas quando estas recolhem resinas de caules ou ramos de arvores
danificadas (Sawaya et al., 2007). E a geopropolis apresenta em sua composi¢do, além do
material vegetal, secre¢ao de glandulas, cera e pdlen, o acréscimo de terra, barro, argila ou areia,
e ndo contém tecido de plantas nem tricomas (Kerr, 1987; Nogueira-Neto, 1997; Freitas et al.,
2008).

A utilizagdo da geoprdpolis € ampla em colonias de meliponineos, servindo para a
construgdo de estruturas externas (tubos de entrada) e internas (favos de cria, lamelas de
involucro e potes de alimento) das colonias (Michener, 1974; Nogueira-Neto, 1997; Michener,
2000; Venturieri et al., 2003; Santos et al., 2009). A geoprdpolis se destaca dentre os produtos
dos meliponideos e tem suscitado crescente interesse dos pesquisadores, que vem
desenvolvendo estudos voltados para o conhecimento de sua composi¢do quimica e atividades
farmacologicas (Dutra et al., 2014; Cinegaglia et al., 2013; Fianco et al., 2013; Freitas et al.,
2008; Abreu, 2011; Lima, 2015). Podemos destacar a contribuicdo de Bankova et al. (1998)
que identificaram mais de cinquenta compostos produzida por trés espécies de meliponineos.
Manrique & Santana (2008) estudaram os flavonoides, assim como avaliaram a atividade
antimicrobiana e antioxidante da geopropolis de abelhas sem ferrdo da Venezuela e Brasil.
Dutra et al. (2008) comprovaram que amostras de geopropolis da Melipona fasciculata oriundas
da Baixada Maranhense possuem altos teores de flavonoides e sugeriram que as variagdes
qualitativa e quantitativa desses flavonoides e de outros constituintes quimicos nas varias
amostras analisadas sao afetadas pela flora visitada pelas abelhas, regido geografica e fatores

ambientais. Libério et al. (2011) mostraram que a geopropolis de M. fasciculata exerce agdo
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antimicrobiana contra patdgenos orais, € aumenta a produgao de citocinas anti-inflamatorias,
sem demonstrar efeitos toxicos.

Devido a ampla diversidade de substancias presentes na geopropolis a identificagdo da
substancia responsavel pela atividade terapéutica representa um desafio. No entanto, alguns
autores afirmam que a eficdcia estaria justamente na composicdo quimica heterogénea
(Matsuno et al., 1995). Dessa forma, pesquisas sobre a constituicdo quimica da geoprdpolis €
imprescindivel para identificar as moléculas responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas ja
avaliadas. Contribuindo também com a ampliacdo do respaldo da garantia da qualidade desse
produto oferecido aos consumidores (Paula-Eduardo, 2014). Poucos sdo os estudos sobre a
composicao quimica da geopropolis de abelhas sem ferrdo na Regido Amazonica. Destaca-se o
estudo de Silva (2012) sobre a composi¢cdo quimica e atividade bioldgica da geopropolis
produzida por Melipona interrupta Latreille 1811 e Melipona seminigra na regidao Amazonica.
E Lima (2015) que determinou o teor de compostos fenodlicos em geoprépolis de Melipona
quadrifasciata Lepeletier 1836, M. marginata Lepeletier 1836 e Tetragonisca angustula
Latreille 1811.

Levando-se em consideracdo o potencial da atividade meliponicula, e que as pesquisas
nessa area ainda sao incipientes, esse trabalho teve como objetivo contribuir com parametros
para classificacdo e qualidade de produtos de abelhas sem ferrdo, através da determinagado da
composi¢do quimica de amostras de geopropolis de meliponineos coletadas na regido

amazonica e avaliacao da sua atividade antioxidante.

MATERIAS E METODOS:

Obtencdo das amostras:

As coletas ocorreram de dezembro/2013 a dezembro/2014 em um melipondrio
localizado no municipio de Santa Luzia do Parua, Maranhdo, Brasil (02°32°36,2° S;
45°46°26,9 W) (Figura 1). Foram selecionadas colonias que apresentaram populagdo com
numero suficiente de operarias e bom aspecto sanitario. As amostras de geopropolis de
Melipona (Melikerria) fasciculata Smith 1854 [dezembro/2013, fevereiro/2014, junho/2014 ¢
julho/2014 (GP1-GP4)], Melipona flavolineata Friese 1900 [janeiro/2014, marco/2014,
agosto/2014 e dezembro/2014 (GP5-GPS8)], Melipona (Michmelia) seminigra Friese 1903
[janeiro/2014, junho/2014, agosto/2014 e novembro/2014 (GP9-GP12)] e Melipona subnitida
Ducke 1910 [janeiro/2014, mar¢o/2014, agosto/2014 e novembro/14 (GP13-GP16)] foram

coletadas com auxilio de espatula esterilizada e acondicionadas em saco plastico atoxico.
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Caracterizac¢do da area de coleta:

O municipio de Santa Luzia do Parud esta situado a oeste do estado do Maranhdo, na
microrregido do Pindaré. A regido do Alto Turi maranhense est4 localizada predominantemente
no ecossistema floresta, com alguma presenca também do cerrado. Todo o seu perimetro
encontra-se na chamada Amazonia maranhense, regido de floresta influenciada pelo rio
Turiagu, que nasce na propria regido, na Serra da desordem (MTE, 2012). Toda a regido
noroeste do Maranhdo ¢ recoberta pela floresta que corresponde a regido de Tocantins e do
Gurupi, descrita por Hueck (1972) e se prolonga do rio Gurupi ao Mearim, passando pelo
Pindaré (Fig.1). Destacam-se na paisagem espécies vegetais como Piranhea trifoliata Baill.
(piranheira), Cenostigma tocantinum Ducke (caneleiro), Hymenaea courbaril L. (jatobd),
Spondias lutea L. (cajazinho), Copaifera reticulata Ducke (copaiba), Hymenaea parvifolia
Huber (jatoba-curuba), Protium tenuifolium Engl. (amesclao), Tabebuia impetiginosa Mart. ex
DC. Standl. (ipé-roxo), Astronium gracile Engl. (muiracatiara), Eschweilera amazonica R.
Knuth (juruparana), Apuleia leiocarpa (vog.) macbr (amareldo), Lecythis usitata R. Knuth
(jarana), Didymopanax morototoni (Aubl.) Decne & Planch (morototd), entre outras que

respondem pela grande diversidade da regido (Muniz, 2011).
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Figura 1: Localizacdo do Meliponario de coleta das amostras de geopropolis de

Meliponineos no municipio de Santa Luzia do Parud, do estado do Maranhao, Brasil.
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Analise polinica da geopropolis:

A metodologia utilizada foi a de Barth (1998), iniciando-se pela extragao de 0,5 g de
cada amostra de geopropolis, dissolvendo-se com auxilio de um bastdo de vidro em 15 ml de
alcool absoluto durante pelo menos 24 horas. O sedimento depositado no fundo do tubo apdsa
centrifugacdo foi fervido durante 2 minutos em KOH (hidroxido de potéssio) a 10% em banho-
maria. Posteriormente, centrifugado e descartado o sobrenadante. Em seguida foi feita a
lavagem em dgua destilada e filtragem por tela de 0,3 mm para eliminagdo de fragmentos
maiores, de acordo com Barrros et al. (2013). Nesta etapa, o liquido filtrado foi colocado em
agitador ultrassonico por 3 minutos utilizando-se tubos de plastico especiais providos de anel
vedante e tela de nylon de malha de 5 um para eliminag¢do de outros fragmentos. O sedimento
restante de dentro do tubo foi transferido para um tubo de centrifuga, lavando-se com 4gua
destilada. Em seguida foi feita a centrifugagdo e decantagdo. Posteriormente adicionou-se acido
acético glacial ao sedimento depositado no fundo do tubo de centrifuga, permanecendo durante
uma noite em repouso. Antes da aplicacdo da mistura de acetolise, prepararam-se laminas de
microscopia do sedimento retido na tela de ago de filtragem para a observagdo de outros
materiais organicos e inorganicos (tais como a eventual ocorréncia de esporos de fungos escuros
ou fumaginas, cristais, sedimento de terra, rafides, restos vegetais, matéria organica, graos de
amido, cerdas de patas de abelhas, massa granulosa, entre outros), que podem auxiliar na
caracterizacdo geografica e botanica das amostras (Barth & Luz 2003). Em seguida o sedimento
que permaneceu em acido acético foi submetido ao método de acetolise de Erdtman (1960), e
posteriormente de cada amostra confeccionaram-se laminas permanentes em triplicatas com
gelatina glicerinada com parafina (Kisser, 1935; Muller, 1947).

A 1identificacdo e registro fotografico dos graos de pdlen foram feitos através de
fotomicroscopio com camera digital e andlise de imagem por Software especifico para captura
de imagem. A avaliagdo palinoldgica foi baseada na interpretacdo da contagem no minimo de
300 graos de polen por amostra, observados em microscopia Optica de 400 a 1000X de aumento.
A determinacdo e identificagdo botanica dos tipos polinicos foram feitas de acordo com as
instrugdes de Santos (2011), a nivel de género, sempre que possivel, e a denominagio “tipo”
foi empregada. Os graos de polen foram identificados através da comparagdo com apalinoteca
de referéncia da area do Laboratério de Estudos Sobre Abelhas (LEA), onde depositamos todas

as laminas preparadas neste estudo, e utilizamos catalogos de pdlen para ajudar na identificagao.
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Preparo dos extratos hidroalcoolicos de geopropolis:

As amostras de geopropolis in natura foram trituradas separadamente em turbolizador
e submetidas a maceracdo exaustiva com etanol 70% (v/v) por 72 horas, com hidromo6dulo de
1:2 (p/v) (Dutra et al., 2014). As solugdes extrativas, separadamente, foram filtradas e
concentradas em evaporador rotativo, obtendo-se os extratos hidroalcéolicos de geopropolis,
depois foram acondicionados em frascos ambar e mantidos sob refrigeracdo para as posteriores
analises. Os extratos obtidos foram codificados utilizando-se inicialmente a letra “e” maiuscula
para designar extrato, seguido pelo cddigo usado na identificacdo das amostras de geopropolis.
E assim ficaram para as amotras de M. fasciculata EGP1 (dez/13), EGP2 (fev/14),
EGP3(jun/14) e EGP4 (jul/14). Para M. flavolineata: EGP5 (jan/14), EGP6 (fev/14),
EGP7(jun/14) e EGP8 (jul/14). M. seminigra os extratos EGP9 (jan/14), EGP10 (jun/14),
EGP11 (agos/14) e EGP12 (nov/14) e nas de M. subnitida EGP13 (jan/14), EGP14 (mar/14),
EGP15 (agos/14) e EGP16 (nov/14).

Determinagdo do teor de polifenois totais (TPT):

Foi determinado utilizando-se o reagente Folin-Ciocalteau e carbonato de sddio a 20%.
A mistura reacional foi mantida no escuro por 2h a temperatura ambiente ¢ a absorbancia foi
medida a 760 nm usando espectrofotdmetro UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer) (Dutra et al.,
2014). O teor foi calculado a partir de uma curva de calibracao de acido galico (Sigma) (1-30,0
png/ml) e expresso como mg de equivalente de acido galico por g de extrato (mg EAG/g). As

analises foram realizadas em triplicata.

Determinagdo do teor de flavonoides totais (TFT):

Foi determinado utilizando-se método fotocolorimétrico com solugdo metanolica de
cloreto de aluminio (AlCI3) a 5%. A mistura foi mantida no escuro durante 30 min a temperatura
ambiente e a absorbancia foi medida a 425 nm em espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35,
PerkinElmer) (Mesquita et al., 2016). O teor foi calculado a partir da curva de calibragdo
construida com solugdo padrao de quercetina (Merck) (1-30,0 pg/mL) e expressa como mg de
equivalente de quercetina por g de extrato (mg EQ/g). As andlises foram realizadas em

triplicata.

Determinacao da atividade antioxidante in vitro:
Ensaio de sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPHe).
A atividade antioxidante dos extratos hidroalcoolicos de geoprdpolis foi avaliada pelo

ensaio do radical livre DPPHe segundo Brand-Williams et al. (1995) com modificagdes. As
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amostras foram diluidas em metanol, em diferentes concentracdes (5,0-50,0 pg/mL) e
adicionadas a uma solugao de DPPHe em metanol (40,0 pg/mL). Apos 30 minutos de reagao a
temperatura ambiente, no escuro, a absorbancia de cada solucdo foi lida a 517 nm em
espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer). Metanol foi utilizado como controle ¢ a
solu¢do de DPPHe foi usada como branco. A porcentagem da atividade antioxidante (% AA) foi

calculada pela equagao:
% AA = (%) =100 — [(Aamostra— Abranco) X 100/4controle]

onde Acontrole ¢ a absorbancia do controle (solu¢ao com radical DPPHe e metanol) e 4amostra

¢ a absorbancia do radical na presenca das amostras, € Abranco ¢ a absorbancia do branco.

A porcentagem da atividade antioxidante foi relacionada com a concentragdo da
amostra para a obten¢do da concentracao eficiente (CE50), definida como a concentragao da
amostra necessaria para causar uma inibi¢do de 50% da concentragdo inicial de DPPH. Todos

os experimentos foram realizados em triplicata.

Analise estatistica:

Com esses resultados foi feita Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de
comparagdes multiplas (Newman-Keuls) utilizando o software Graph Pad Prism, versao 5.0,
tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel maximo de significancia estatistica (Sokal & Rohlf,
1996).

Para examinar a influéncia dos dados quantitativos e qualitativos na ordenagdo dos tipos
polinicos nas amostras utilizou-se a analise de componentes principais (ACP). Para a
transformagao da contagem absoluta pelo logaritmo natural [log (x+1)] foi utilizado o programa
FITOPAC (Shepherd, 1996) e posteriormente se realizou a ordenacdo através de matriz de
covariancia utilizando-se o programa PC-ORD 4.0 (Mccune & Mefford 1999). A variabilidade

entre as amostras foi expressa utilizando-se os dois primeiros eixos da ACP.
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RESULTADOS:

Anadlise Polinica:

Foi identificado um total de 65 tipos polinicos, distribuidos em 25 Familias, 55 géneros
e 9 espécies. Nas amostras de geopropolis de M. fasciculata identificamos 22 tipos; 28 tipos na
de M. flavolineata, M. subnitida 26 e M. seminigra 20 tipos polinicos (Tabela 2). Os tipos
polinicos que foram comuns e com uma frequéncia significativa as quatro espécies de Melipona
estudadas foram: Attalea speciosa Mart. ex. Spreng (Fig. 2.2), Anacardium (Fig. 2.1), Protium
(Fig. 2.5), Machaerium (Fig. 2.8), Mimosa caesalpiniifolia Benth., Senna 1, Myrcia/Psidium
(Fig. 2.13) e Borreria verticillata (L.) G. Mey (Fig. 2.14).
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Figura 2: Fotomicrografias de graos de polen observados nas amostras de geopropolis
de M. fasciculata, M. flavolineata, M. seminigra e M subnitida na Amazénia Maranhense,
Brasil: 1- Anacardium. 2- Attalea speciosa. 3- Baccharis. 4- Adenocalymna inundatum. 5-
Protium. 6- Platonia insignis. 7- Symphonia globulifera. 8- Machaerium. 9- Stryphnodendron.
10- Vismia. 11- Miconia/Tibouchina. 12- Mouriri. 13- Myrcia/Psidium. 14- Borreria

verticillata. 15- Serjania. Escala = 10um.

Houveram tipos polinicos exclusivos para cada espécie de abelha analisada, ou seja,
foram identificados apenas como recurso nessa espécie nas amostras analisadas. Para M.
fasciculata identificamos como exclusivos os tipos, Acacia, Ludwigia, Miconia/Tibouchina,
Opuntia, Psicotrya, Schrankia 1, Stryphnodendron e Trichilia. Para M. flavolineata foram os
tipos Adenocalymna sp., Alchornea, Borreria latifolia (Aubl.) K.Schum., Dolichos, Eucalyptus,
Eugenia, Inga, Ipomoea, Menispermaceae, Sida, Schrankia 11 e Talisia. Em M. seminigra os
tipos Adenocalymna inundatum DC., Combretum/Melastomataceae, Mangifera, Paullinia,
Platonia insignis Mart. e Serjania. Ja em M. subnitida os tipos Doliocarpus, Merremia, Mimosa
invisa Mart. ex Colla., Onagraceae e Piptadenia (Tabela 1).

A familia que teve maior quantidade de tipos polinicos foi Fabaceae (18 tipos), seguido
de Euphorbiaceae e Rubiaceae (5 tipos), Anacardiaceae e Clusiaceae (4 tipos). As outras
familias variaram de 1 a 3 tipos polinicos identificados. As amostras com maior numero de tipos
palinoldgicos identificados foi GP7 (M. flavolineata) com 33 tipos, seguido de GP14, GP16 e
GP15 (M. subnitida) com 22, 20 e 18 tipos respectivamente e a GP6 (M. flavolineata) com 16
tipos. A maior freqiiéncia de ocorréncia de um tipo polinico numa amostra foi de 44,03% do
tipo Hyptis na amostra GP7 (M. flavolineata), seguido de Symphonia globulifera na amostra
GP15 (M. subnitida) com 41,45%, tipo M. pudica na amostra GP13 (M. subnitida) com 37,86%,
tipo Protium com 36,77% na amostra GP6 (M. flavolineata) e o tipo B. verticillata com 34,83%
na amostra GP1 (M. fasciculata).

A variabilidade polinica entre as amostras de geopropolis das quatro espécies de abelhas
resumiu 66,22% nos seus dois primeiros eixos na andlise de componentes principais (ACP)
(Fig. 3). O primeiro eixo resumiu 42,09% em funcdo dos valores altamente relacionados
principalmente com Declieuxia, Hyptis, Protium, Myrcia/Psidium, Symphonia globulifera L. e
Vernonia, que foram os principais componentes para a ordenagdao das amostras, tanto por
apresentarem elevada contagem quanto por estarem presentes na maioria delas. Outros tipos
polinicos que foram mais representativos ora em uma, ora em outra amostra, foram
Anacardium, Attalea speciosa, Borreria verticilatta, Clusia, Machaerium e Mouriri. Ja os tipos
polinicos ordenados no lado esquerdo do primeiro eixo, apresentaram os menores valores nas
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contagens e/ou ndo participaram em todas as amostras, ndo influenciando tanto na ordenacao
das mesmas.

No dendrograma de similaridade das amostras de geopropolis em relagdo aos tipos
polinicos formou-se cinco grupos principais e cinco grupos isolados. O bloco (a), reuniu GP1
(Dez/13-M. fasciculata) com GP14 (Mar/14-M. subnitida) com 81,4% de similaridade. O bloco
(b) com 71,5% de similaridade, reuniu uma amostra de M. fasciculata de Jun/14 (GP3) com
trés amostras de M.seminigra de Junho, Ago e Nov/14 respectivamente (GP10, GP11 e GP12).
O bloco (¢) foi formado pelo GP2 (M.fasciculata (Fev/14)) que se juntou a GP3 (M.fasciculata
(Jun/14)) e com as amostras de M. seminigra (GP10, GP11 e GP12) com 70,5% de similaridade.
O bloco (d) se juntou ao bloco (¢) e reuniu-se com as amostras GP5 e GP6 (M. flavolineata (Jan
e Fev/14)) com 69,5% de similaridade. Ja o bloco (e) foi formado pelo bloco (d) que se juntou
as amostras GP9 de M. seminigra (Jan/14) e GP13 de M. subnitida (Jan/14) e tiveram 68,6% de
similaridade. As amostras GP7 e GP8 de M. flavolineata (Jun e Jul/14), GP15 e GP16 de M.
subnitida (Ago e Nov/14) e GP4 de M. fasciculata (Jul/14) ficaram isoladas, sendo a de M.

fasciculata a mais distinta, com apenas 62,4% de similaridade (Fig. 4).
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Figura 3: Andlise de Componentes Principais (ACP) das amostras de geopropolis de

abelhas do género Melipona em Santa Luzia do Paru4, Ma, Brasil.
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Figura 4: Dendograma de similaridade das amostras de M. fasciculata, M. flavolineata,

M. seminigra e M. subnitida na Amazonia Maranhense, Brasil.

Constitui¢do Quimica:

Os teores de fenois totais encontrados nas amostras analisadas variaram de 14,43-
87,71% com um contetido médio de 32,19 % (Tabela 1). O EGP2 foi a amostra que obteve o
maior teor de fendis, seguido da EGPI, EGP15 e EGP3. Os EGP superaram o valor
minimo de 5% de fendis totais, estabelecido na legislag¢do brasileira para qualidade de propolis
de Apis mellifera.

Os extratos apresentaram teores de flavonoides acima de 2% que permitem
classifica-los, de acordo com a legislacdo brasileira como geoprdopolis com alto teor de
flavonoides. Os teores de flavonoides variaram de 10,39-77,08% com um contetido médio de
27,39%, sendo que EGP7 teve o menor teor de flavonoides, ja o extrato EGP2 obteve o maior
teor, seguido de EGP15, EGP1 e EGP3 (Tabela 1).

Para a atividade antioxidante ocorreu uma variagao de 2,20-44,35% com um contetdo
médio de 23,14%. Sendo o extrato EGP2 que apresentou a maior atividade antioxidante,

seguido dos extratos hidroalcodlicos EGP13, EGP3, EGP11e EGP12 respectivamente (Tabela
1).
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Nao houve diferenca significativa para o teste de Fendis totais (%) nos extratos da
gepropolis das espécies de Melipona estudadas. Os resultados estatisticos para os flavonoides
apresentaram diferengas significativas (p < 0,05) entre os extratos EGP4, EGP12, EGP14 ¢

EGP16. Na atividade antioxidante s6 houve diferenga significativa na amostra EGP3.

Tabela 1: Teor de fendis totais (%) (m/m), Teor de flavonoides totais (%) (m/m) e Atividade
antioxidante (%) com seus respectivos desvios padrdo dos dezesseis extratos hidroalcodlicos

da geopropolis de M. fasciculata, M. flavolineta, M. seminigra e M. subnitida.

Espécies de Analises
abelhas Teor
Amostras Fendis totais (mg Flavonoides totais Atividade
EQ/g) (m/m) (mg EAG/g) antioxidante (%)
(m/m)
M. fasciculata EGP1 56,38 +0,24 2 41,67+0,642 14,22 +0,24 2
gggg 87710200 77.08 + 0,64 ° 220+0,18°
EGP4 4736 +0,43 € 39,42 +0,35 € 11,43 +0,18 & !
32,76 0,124 24,46 +0.46 % © 14,90 £ 0,62 2
M. flavolineata EGP5 31,48 £0,25 € 25,83 0,80 € 26,62 +0,75 9
Eggg 19,64 +0,11 f 16,68 +0,50 £ 38.45+049 ¢
ECPS 14,43 £ 0,26 10,39 = 0,45 & 44354029 F
16,41 +0.24 1 15.05+0,51 0 39,63 +0,01 ©
M. seminigra EGP9 16,38 +0,49 12,53+049 1 32,45+ 0,88 &
ggg}? 22,38+0,31 17,58 £ 0,45 £ 30,83 0,30
EGP12 21,50 +0,317 19,35 +0,24/ 12,28 0,80 €
20,68 + 0,151 1835+ 039)-K 17.49 0,68
M. subnitida EGP13 29.71+025K 26,53 +£037°¢ 9,885+ 0,85 |
EGP14 2643 +033 25.64+039 % ¢ 26,98 + 0,87 4
EGP15 53,54+0,16 ™ 50,48 + 0,35 | 23.66+0,154
EGP16 »40, A48 £0, 66£0,15-
18,370,351 17,53+ 040 & K 24,92 40,011

Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca estatistica (p < 0,05).
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Tabela 2: Tipos Polinicos identificados nas amostras de geopropolis de M. fasciculata EGP1 (Dez/13), EGP2 (Fev/14), EGP3(Jun/14) e EGP4 (Jul/14); M. flavolineata EGP5 (Jan/14),
EGP6 (Fev/14), EGP7(Jun/14) e EGPS8 (Jul/14); M. seminigra EGP9 (Jan/14), EGP10 (Jun/14), EGP11 (Agos/14) e EGP12 (Nov/14) e M. subnitida EGP13 (Jan/14), EGP14 (Mar/14),
EGP15 (Agos/14) e EGP16 (Nov/14).

Tipos polinicos

M. fasciculata

M. flavolineata

M. seminigra

M subnitida

GP1

GP2

GP3

GP4 | GP5

GP6

GP7

GP8

| GP9

GP10

GP11 GP12 | GP13 GP14

GP15 GP16

ARECACEAE

Attalea speciosa Mart.
ANACARDIACEAE
Anacardium

Manguifera

Tapirira

Spondias
ASTERACEAE
Baccharis

Erechtites

Vernonia
BIGNONIACEAE
Adenocalymna sp.
Adenocalymma inundatum Mart. ex
DC.

Tabebuia
BURSERACEAE
Protium

CACTACEAE

Opuntia

CLUSIACEAE

Clusia

Clusia grandiflora Splitg.
Platonia insignis Mart.
Symphonia globulifera L.
Combretum/MELASTOMATAC
EAE
CONVOLVULACEAE
Ipomoea

Merremia
DILLENIACEAE

0,89

23,31

2,58

17,82

1,14

36,30

3,18

2,70

31,30

0,44

7,02

14,90

2

13,48 42,12

2,58
18,06

4,80
0,18

1,95
1,30

36,77

1,30

1,1

3,35

0,62
1,92

0,41

0,28

18,72 8,46

1,68
2,93

2,72

6,28

3,69

0,61

9,20
0,2
0,27

0,30

0,54

9,20

2,37

2,88

1,97

32,87

1,58

503 1,71 048 2

10,06 2
0,75
1,14
0,22

0,57
0,22

3,65

20,23 33,60 2,42 15,94

0,95
32,55

17,71 1,32

2,18 1,71

0,42

2,66 0,39

0,56

41,45 46,80

0,85
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Continuagdo

Doliocarpus

EUPHORBIACEAE

Acalypha 0,75
Alchornea

Chamaesyce

Croton 3,26
Omphalea

FABACEAE

Acacia 0,20
Anadenanthera

Centrosema

Chamaecrista 7,27
Desmodium

Dolichos

Inga

Machaerium

Mimosa pudica L.

Mimosa caesalpiniifolia Benth.

Mimosa sp.

Mimosa invisa Mart. ex Colla.

Piptadenia

Pterocarpus

Schrankia 1 2,37
Schrankia 11

Senna 1
Stryphnodendron
HYPERICACEAE
Vismia
LACISTEMACEAE
Lacistema
LAMIACEAE
Hyptis
MALPIGHIACEAE
Byrsonima 0,23
MALVACEAE

Sida

MELASTOMATACEAE
Miconia/Tibouchina

Mouriri

MELIACEAE

Trichilia

15,36

8,28

1,27

6,40
1,91

3,37

1,35

0,41

0,68

21,40

0,67

23,60

14,39

0,30

0,27
0,27

1,93

1,55
0,35

7,20

0,63
1,29

0,11
4,51
0,64

1,93

1,22
4,75
0,52

1,52
1,14

3,63
0,30
1,95

7,54

0,83
4,20

11,11

1,04

3,21

6,11
0,20
3,98
0,47
4,90
0,40
4,07
44,03 0,78
1,09
0,61
1,58

1,21
1,86
1,69
1,58 0,63 37,86
1,45
2 1,82
0,66
3 0,63
0,63
3
040 33 23,3
0,67

0,44

0,60

0,22

1,32

4,65

4,60

25,45

0,48
3,63
0,36
1,45

0,48

2,90

0,96

0,72

1,93

3,87

15,16

0,27

3,42

0,86
0,42
1,42
0,42
1,14

2,56

1,71

3,13
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Continuagao

MENISPERMACEAE
MYRTACEAE
Eucalyptus

Eugenia
Mpyrcia/Psidium
MYRSINACEAE
Ardisia
ONAGRACEAE
Ludwigia
RUBIACEAE

Borreria latifolia (Aubl.) K.Schum.

Borreria verticillata (L.) G. Mey.
Declieuxia

Psicotrya

Guetarda

SOLANACEAE

Solanum

SAPINDACEAE

Paullinia

Serjania

Talisia

8,61

1,18

29,76

14,65

1,28

12,16
8,78

0,45

1,34 8,21

34,83 2,56

6,28

1,93

1,88

0,83
0,81
7,34

8,67

5,31

0,27

0,27

5,50
0,40
6,52

1,22

18,5

2,14

0,52

0,96

4,74
3,95

0,39
0,40

0,63

0,44

19,9

0,48

0,4
0,67
3,10

5,32

4,36

0,45
0,42

4,85 34

4,27
0,72

Total:

13

11

14

11 9

16

33

14

15

10

11

22

18 20
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DISCUSSAO:

Identificamos uma maior riqueza de tipos polinicos nas amostras de M. flavolineata (28
tipos) seguido de M. subnitida (26 tipos), M.fasciculata (22 tipos polinicos) e M. seminigra (20
tipos). Os Meliponini sdo considerados espécies generalistas, onde os individuos possuem
habilidade fisica, fisioldgica e comportamental para visitar varios tipos de flores, sendo
numericamente dominantes entre os insetos visitantes florais (Ramalho, 2004). Comumente,
estes apresentam colonias populosas e perenes, € por isso, normalmente exploram um amplo
espectro floral ao longo do ano, razdo pela qual sdo consideradas generalistas (Michener, 1979).
Segundo Ramalho et al. (2004), esse habito exerce bastante influéncia no sucesso reprodutivo
das arvores, desempenhando um papel relevante na regeneracao natural das florestas.

As amostras que identificamos maior quantidade de tipos polinicos foram GP7, GP14,
GP15 e GP16. O que pode estar relacionado com a floragdo de determinadas espécies vegetais
na area, além das preferéncias florais de cada colonia. Segundo Tepedino & Stanton (1981) ¢
muito dificil definir a fonte de recurso para as abelhas, porque estas diferem em quantidade e
qualidade nos habitats. Por essa razao, o estudo do pélen ¢ de fundamental importancia para o
conhecimento da flora apicola de uma regiao (Absy et al., 1996).

A familia Fabaceae obteve uma grande representatividade na riqueza de tipos polinicos
nas amostras analisadas. Esta familia é considerada importante por muitos autores como uma
das maiores familias vegetais e a sua representatividade deve-se a diversidade de habitos,
preferéncias ecoldgicas e mecanismos de manutengao, defesa e reprodugao, por ela apresentado
(Viana et al., 2006). Para Ramalho et al. (1990) as familias que possuem grande nimero de
espécies em uma area também tendem a ser suas principais fontes de néctar e/ou polen e, que
por isso, podem “contaminar” com pélen a geopropolis.

A Familia Rubiaceae obteve uma boa representatividade nos tipos polinicos
identificados, como os tipos Borreria latifolia e B. verticilatta. Na propolis de Scaptotrigona
aff. postica no Maranhao, destacou-se o tipo Borreria verticillata (Souza et al., 2015) cujo
género possui em torno de 100 espécies (Cabral, 1991) distribuidas em regides tropicais e
subtropicais da América, Africa, Asia e Australia e, sua maior diversidade estd no Brasil
(Steyermark, 1972). Gongalves et al. (1996) em estudos sobre recursos florais utilizados por
abelhas sociais observaram que B. verticillata foi a espécie vegetal mais visitada pelas abelhas
no municipio de Alcintara no estado do Maranhdo. E uma planta considerada uma erva daninha
que invade areas de cultivo agricola ou os quintais e jardins de residéncias. Suas flores sao
comumente visitadas por diversas espécies de abelhas nativas (Souza et al., 2015) e esta planta

pode representar uma importancia trofica para as abelhas sem ferrdo na area estudada.
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A maior freqliéncia de ocorréncia de determinados tipos poinicos como Hyptis
(Lamiaceae) nos demonstra a importancia desta espécie vegetal para a geopropolis dasabelhas
sem ferrdo. Segundo Park et al. (2002) uma das fontes de resina para a propolis nordestina sdo
as folhas jovens de H. divaricata (Lamiaceae). Destacou-se também com alta frequéncia
Symphonia globulifera Linn. f (Clusiaceae), que € uma arvore de ocorréncia principalmentena
Mata de varzea amazonica e, pode ser encontrada na Amazonia, Maranhao, Rio de Janeiro, nas
Guianas, América Central (México), Africa e Madagascar. O caule/tronco é comercializado e
usado na construgdo civil (Jardim & Zoghbi, 2008), a resina ¢ usada misturada com carvao de
imbatba (Cecropia) para preparar um betume preto que ajuda a encerar os fios de vela (Pesce,
2009) e, calafetar embarcagdes (Ribeiro et al. 1999).

O tipo M. pudica destacou-se na frequéncia, esse tipo polinico também foi um dos mais
freqlientes na propolis do Agreste da Bahia (Matos et al., 2004), na prépolis vermelha de Apis
mellifera provenientes do litoral nordestino (Barth & Luz, 2009; Luz et al., 2009) e na prépolis
marrom e preta de A. mellifera do sudeste brasileiro (Barth et al., 1999; Freitas et al., 2010),
assim como na propolis de outras regides do Brasil (D*Albore, 1979). No entanto, nenhum
estudo indica que seja planta produtoras de resina para as abelhas. M. pudica € planta polinifera
que ocorre por todo o Brasil cujo pdlen é coletado pelas abelhas em cargas de poélen (Dérea et
al., 2010), aparecendo também no mel (Barth, 2004; Martins et al., 2011). O Tipo Protium
(Burseraceae) obteve uma frequéncia importante nas amostras analisadas e para as quatro
Melipona, conhecida popularmente como “almécega e/ou alméscar”. Pertence a um género de
planta de ampla distribuicdo no Brasil, nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e
Sul com dominios Fitogeograficos na Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Flora do
Brasil). Denominada de “breu-branco” porque exsuda uma resina oleosa e amorfa, com aroma
caracteristico (Oliveira et al., 2005).

Os tipos polinicos comuns aos Meliponineos analisados foram responsaveis pelo
agrupamento das amostras € o0s principais componentes para a ordenagdo, tanto por
apresentarem elevada contagem quanto por estarem presentes na maioria delas. Foram
responsaveis pela caracterizagdo fitogeograficas das amostras das Melipona estudadas e uma
interpretagdo da flora de procedéncia local, tendo em vista que houve uma grande similaridade
entre os grupos formados das amostras. As abelhas podem preferir determinada fonte em
detrimento de outra em vista da facilidade de coleta, quantidade e qualidade dos recursos
troficos fornecidos e interagdes com competidores (Cortopassi-Laurino & Ramalho, 1988). A
generalidade que ocorre nas abelhas pode estd mais relacionada com o curto periodo de floragao
da maioria das plantas, do que com outros fatores externos, como a competi¢cao pelo mesmo

alimento com outros visitantes (Marques Souza et al. 1993).
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Os resultados polinicos aqui apresentados podem dar indicacdo das preferencias troficas
de cada espécie de abelha ja que apresentaram diferencas em um mesmo local de coleta, mas
que devem ser melhor analisadas em outras pesquisas direcionadas para estudos de polinizagao.
Esses resultados estdo relacionados aos tipos polinicos exclusivos que ocorreram na geopropolis
de cada espécie de abelha. Os tipos polinicos tidos como exclusivos ajudaram a caracterizar as
amostras de cada espécie de abelha, tanto na ACP quanto na similaridade das amostras, apesar
de terem apresentado menores valores de contagens. Podemos considerar como uma preferéncia
floral de cada uma das espécies de Melipona. Esses tipos podem ser correlacionados com a
atividade de voo especifico de cada abelha, a oferta de alimento para as abelhas s6 passa a ser
importante depois que as abelhas encontram condi¢des favoraveis para o voo, de modo que a
espécie que podem atuar em faixas mais amplas de temperatura e umidade relativa, entre outros
fatores, eventualmente tem vantagens sobre as demais (Kleinert et al., 2009).

A influéncia fitogeografica sobre as caracteristicas da geopropolis poderia explicar
variagdes observadas entre as amostras (Barth et al., 2013). Segundo Barth et al. (1999) na
busca pela caracterizagdo geografica da procedéncia da propolis, bem como da sua origem
vegetal, andlises qualitativas e quantitativas dos graos de pdlen presentes na propolis podem
servir como indicativo.

Nossas amostras de Meliponideos apresentaram uma gande concentragao de fenois
totais de 14,43-87,71%. O teor de fenois totais encontrado nas amostras atende ao regulamento
técnico para fixacdo de identidade e qualidade de propolis do Ministério da Agricultura, que €
de no minimo 5% (m/m) (Brasil, 2001). Dutra et al. (2008) encontrou teores de fenois totais
variando de 1,77-31,84%, com um conteudo médio de 14,56%. Matos et al. (2014) nas suas
diferentes amostras variaram de 36,78 + 1,52 a 7,68 + 2,58 mg para abelha A. mellifera no
agreste da Bahia. Franchin et al. (2012b), também observaram alto teor de fendis totais na
geopropolis produzido pela abelha Melipona scutellaris (urugu). Woisky (1996), encontraram
entre 8,78-13,72% de compostos fendlicos em propolis de Apis mellifera coletada em diferentes
regides do estado de Sao Paulo. Bonvehi & Coll (1994) encontraram 18,72% de substancias
fenolicas em amostras de propolis brasileira. Chaillou et al. (2004) utilizando propolis de A.
mellifera coletadas em diferentes regides da Argentina encontrou uma variagdo de 4,25-25,26%
de compostos fendlicos, com um conteudo médio de 15,91%. Os nossos EGP superaram o valor
minimo de 5% de fendis totais, estabelecido na legislagdo brasileira para qualidade de propolis
de Apis mellifera (Funari & Ferro, 2006), principalmente os EGP1, EGP2 ¢ EGP15.

Em relacdo aos flavonoides totais as amostras apresentaram teores de flavonoides acima

de 2% (variando de 10,39-77,08%), principalmente os extratos EGP2, EGP15 ¢ EGP1 das
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abelhas M. fasciculata e M. subnitida, que permitem classifica-los, de acordo com a legislacdo
brasileira como préopolis com alto teor de flavonoides. Dutra et al. (2008) em seu estudo com
geopropolis de M. fasciculata dos extratos analisados, 88,9% superam o valor minimo de 0,25%
flavonoides totais, estabelecido para extratos hidroalcoolicos de propolis na referida legislagao
(Woisky & Salatino 1998; Brasil, 2001; Funari & Ferro, 2006). O que nosso estudo vem a
corroborar com dados sobre a abelha M. fasciculata e quantidade de flavonoides. A composi¢ao
quimica da propolis € dependente da localizagdo geografica, a relagdo entre os fenolicos totais
e flavonoides totais esta relacionada com a flora e regido da coleta (Bankova, 2005; Park etal.,
2002).

Na capacidade antioxidante houve uma variacdo de 2,20-44,35%. E a amostra que
obteve a maior atividade antioxidante foi EGP2 da abelha M. fasciculata. Segundo Dutra et al.
(2014), na analise de DPPH um menor valor de ICso indica maior atividade antioxidante como
observado na amostra EGP2 e também nas EGP3 e EGP13 comparado com as outras. No
trabalho de Batista et al. (2016) com M. fasciculata com DPPH os extratos EGP4 e EGP3
apresentou maior atividade antioxidante em comparagcdo com os EGP1 e EGP2. Silva et al.
(2013) em sua pesquisa com geopropolis de Melipona interrupta e M. seminigra os valores
encontrados no resultado dos extratos das duas espécies de abelhas confirmaram o potencial de
atividade antioxidante. Os autores destacam que um dos fatores determinante destacapacidade
antioxidante € a influéncia da variabilidade da composicdo quimica e origem do material
coletado por cada espécie de abelha.

Para Moure et al. (2001), as diferengas entre os resultados da atividade antioxidante
podem acontecer por diversas causas, como concentracao da amostra e método de determinagao
(sequestro de radicais ou oxidagdo lipidica, tempo de reagdo e solvente utilizado). A atividade
antioxidante forte na prépolis pode vir dos flavonoides, como quercetina, flavonas, isoflavonas,
flavononas, antocianinas, catequinas e isocatequinas. Porém os fendlicos podem participar
juntos com os flavonoides na determinagdo dessas atividades antioxidantes (Castro et al., 2007;
Silva et al., 2006).

Houve uma variag@o no teor de compostos fendlicos e flavonoides entre as diferentes
amostras das quatro espécies de Melipona analisadas. A amostra EGP2 de M. fasciculata
apresentou a maior concentragdo de fendis totais, flavonoides e atividade antioxidante
respectivamente. No trabalho de Lima (2015), a atividade antioxidante total do extrato da abelha
Manduri foi a que apresentou melhor atividade (2,7 e 2,75 mmol/L), o que pode ser explicado
pelo alto teor de compostos fendlicos e flavonoides encontrados na amostra (Moreira et al.
2008). Em Cardoso et al. (2015), os teores de fendis totais, de flavonoides e a capacidade

antirradicalar dos extratos de geopropolis dependeram fortemente da espécie de abelha
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produtora da geopropolis e, esses parametros foram maiores para a geopropolis de Manduri,
independentemente da época da coleta. Esta variagdo no teor de compostos fenolicos,
flavonoides e atividade antioxidante nos diferentes estudos pode ser devido a diferenga na época
e tempo de coleta da propolis, na vegetacdo ou no tipo de solo coletado pelas abelhas (Lima,
2015), uma vez que o método de extragdo e o solvente extrator utilizado nesse estudo foi o
mesmo.

Cunha et al. (2004) realizaram a avaliacdo do rendimento dos extratos de propolis frente
ao teor de polifendis variando as solugdes extrativas e os métodos de extragdo. Estes autores
observaram que apesar da extragao com etanol absoluto proporcionar maior rendimento do teor
de solidos, as solugdes etanolicas entre 60 e 80% (V/V) levam a um melhor rendimento no teor
de substancias fenoélicas. Borges & Blochtein (2005) observaram que existe uma diferenga nas
atividades externas de espécies de abelhas sem ferrao de acordo com as estagdes do ano, como
a atividade de voo e de polinizagdo, o que pode interferir na expressdo de metabdlicos
secundarios ativos em resinas, como a geopropolis, € no mel, bem como na atividade bioldgica.
Isso pode explicar as diferencas nos teores de substancias fenolicas entre as quatro espécies
analisadas.

De Melo et al. (2012) observaram quantidades varidveis de fendlicos totais e,
especificamente, de flavonoides totais, em amostras de propolis coletadas nas regides Nordeste,
Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Cabral et al. (2012) apontam que outros compostos, além
dos fendlicos, podem ser responsaveis pela capacidade antioxidante da propolis. Borges &
Blochtein (2005) observaram que existe uma diferenca nas atividades externas de espécies de
abelhas sem ferrdo de acordo com as estagdes do ano, como a atividade de voo e de polinizagao,
0 que pode interferir na expressdo de metabolicos secundarios ativos em resinas, como a
geopropolis, e no mel, bem como na atividade bioldgica. Isso pode explicar as diferencas nos
teores de substancias fendlicas entre os extratos analisados, j& que os mesmos foram coletados
no mesmo meliponario e alguns em épocas distintas. A vegetagdao do local onde a geopropolis
foi coletada e a variabilidade genética das abelhas rainhas pela flora local podem interferir na
composicdo quimica desta resina (Park et al., 1998; Park et al., 2003; Koo & Park, 1997;
Bankova, 2005; Sousa et al., 2007; Dos Santos et al., 2003).

Para Da Silva Oliveira et al. (2011), tendo em vista que o consumo frequente de
antioxidantes esta associado com a baixa incidéncia de declinio do sistema imune, doengas
degenerativas, entre as quais o cancer, diabetes, artrite, doengas cardiovasculares e até mesmo
disfungdes cerebrais, a constatagado da atividade antioxidante nos extratos da geoprdopolis podera

contribuir para validar seu uso medicinal, uma vez que a utilizagdo como remédios
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caseiro dos produtos elaborados pelos meliponineos (mel, pdlen, propolis e geopropolis) (Souza

et al., 2004) faz parte dos habitos de muitas comunidades rurais da Amazonia brasileira .

CONCLUSOES:

Algumas das principais fontes vegetais no Brasil para elaboragdo de propolis sdo as
espécies Dalbergia ecastophyllum (rabo-de-bugio), Baccharis dracunculifolia (alecrim do
campo) e Araucaria angustifolia (pinheiro brasileiro), com outras espécies visitadasem menor
proporgao. Os resultados obtidos neste estudo mostram que outras fontes de exsudados vegetais
também sao importantes para geopropolis como Anacardium, Clusia, Clusia grandiflora, Hyptis,
Protium, Tapirira e Symphonia globulifera. A analise dos graos de pélen presentes na propolis,
embora sugestiva, ndo pode ser utilizada para afirmar sua origem vegetal, somente a sua
procedéncia fitogeografica. Embora as amostras tenham apresentado grdos de pdlen com
predominancia em sua composi¢do, nao se sabe se esse podlen resulta da visita de abelhas
destinada a coleta de matéria-prima, para a elaboracdo exclusivamente de geoprdpolis, ou se ¢
resultante de contaminagao da amostra pelas abelhas, durante a execucao de outras atividades.

Preparagdes de propolis com alto teor de flavonoides sdo vendidas a precos mais altos e
tém mercado externo garantido. Ressalta-se a falta de legislagdo para produtos das abelhas nativas
(Meliponini), o que dificulta ainda a comercializagdo dos seus produtos que também apresentam
boa qualidade. Tendo em vista que as amostras analisadas de geoprdpolis apresentaram valores
de polifenois semelhantes aos de propolis de Apis mellifera, demonstrando a potencialidade do
produto. Os teores de fendis e flavonoides dos extratos hidroalcoolicos de Melipona fasciculata,
M. flavolineata, M. seminigra ¢ M subnitida, permitiu demonstrar a caracterizacdo quimica do
produto, base para estabelecer um perfil de garantia de qualidade para o mesmo.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a espécie de abelha e a época de
coleta, bem como a interagdo entre esses fatores, influenciam a concentragdo de compostos
bioativos e a capacidade antirradicalar da geopropolis. Entdo, os dados obtidos neste estudo
ressaltam a importancia do controle de qualidade e contribuem para a caracterizag@o desse tipo de
propolis, que ¢ a geopropolis, produzidas por abelhas sem ferrdo na regido da Amazonia
Maranhense.

110



AGRADECIMENTOS:

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa
concedida a primeira autora e financiamento do projeto. Ao Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e Fundagdo de Amparo a Pesquisa e ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico do Maranhdao (FAPEMA) pelas bolsas de
Produtividade em Pesquisa a CFPL, PMCA e MNSR. Ao Instituto de Boténica da Secretaria
do Meio Ambiente de Sao Paulo pelo uso das instalagdes e equipamentos do Nucleo de Pesquisa
em Palinologia. A equipe do Laboratério de Farmacognosia da Universidade Federal do
Maranhao pela identificagdo e anélises realizadas. A professora Dr*. Eleuza Gomes Tenorio e a
Universidade Estadual do Maranhao pela ajuda em algumas coletas e na concretizacao de etapas
do projeto. Aos meliponicultores por cederem o meliponario e umas caixas de abelhas para

realizagao do trabalho.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

Absy, M.L., Kerr, W.E., Marques-Souza, A.C., Camargo, J.M.F. (1996) Estudos
palinologicos com Meliponideos na Amazodnia. In Anais do XI Congresso Brasileiro de
Apicultura, Teresina (PI). 281-285.

Abreu, B.V.B. (2011) Prospeccdo quimica de geopropolis de Melipona fasciculata
Smith. Sao Luis, 53p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) - Centro de Ciéncias
Bioldgicas e da Satude, Universidade Federal do Maranhao.

Alves de Souza, S. et al. (2013) Composition and antioxidant activity of geopropolis
collected by Melipona subnitida (Jandaira) bees. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, v. 2013.

Alencar, S. M., Oldoni, T.L.C., Castro, M.L., Cabral, I. S. R., Costa-Neto, C. M., Cury,
J. A. & lkegaki, M. (2007) Chemical composition and biological activity of a new type of
Brazilian propolis: red propolis. Journal of ethnopharmacology, 113(2), 278-283.

Aratjo, M.J.A.M et al. (2015) The chemical composition and pharmacological activities
of geopropolis produced by Melipona fasciculata Smith in Northeast Brazil. Journal of
Molecular Pathophysiology, p. 12-20.

Banskota, A. H., Tezuka, Y., & Kadota, S. (2001) Recent progress in pharmacological
research of propolis. Phytotherapy Research, 15(7), 561-571. 111



Bankova, V.; Christov, R.; Marcucci, M. C.; Popov, S. (1998) Constituents of Brazilian
Geopropolis. Z. Naturforsch. 53c,

Bankova, V. (2005) Chemical diversity of propolis and the problem of standardization.
Journal of ethnopharmacology, 100(1), 114-117.

Barth, O.M. (1998) Pollen analysis of Brazilian propolis. Grana, 37, 97-101.

Barth, O. M. (2004) Melissopalynology in Brazil: a review of pollen analysis of honeys,
propolis and pollen loads of bees. Scientia Agricola, 61(3), 342-350.

Barth, O.M., Luz, C.F.P. (2003) Palynological analysis of Brazilian geoprdpolis
sediments. Grana, 42, 121-127.

Barth, O.M., Freitas, A.S., Matsuda, A.H., Almeida-Muradian, B.A. (2013) Botanical
origin and Artepillin-C content of Brazilian propolis samples. Grana 52: 129-135. Retirado de:
http://dx.doi.org/10.1080/00173134.2012.747561.

Brand-Williams, W., Cuvelier, M.E., Berset, C. (1995) Use of free radical method to
evaluate antioxidant activity. Lebensm-Wiss. Techonol., London, v.28, p.25-30.

Barros, M.H.M.R., Luz, C.F.P., ALBUQUERQUE, P.M.C. (2013) Pollen analysis of
geopropolis of Melipona (Melikerria) fasciculate Smith, 1854 (Meliponini, Apidae,
Hymenoptera) in areas of Restinga, Cerrado and flooded fields in the state of Maranhao, Brazil.
Grana, 52 (22), 81-92.

Brasil (2001) Ministério de Agricultura e do Abastecimento. Instru¢do normativa n® 3 —
Anexo VI — Regulamento técnico para fixacao de identidade e qualidade de prépolis. Diério
Oficial da Republica Federativa do Brasil. Brasilia, Brasil.

Biesmeijer, J.C., Slaa, E.J., Castro, M. S. de., Viana, B.F., Kleinert, A., Fonseca, V.L.
I. (2005) Connectance of Brazilian social bee - food plant networks is influenced by habitat,
but not by latitude, altitude or network size. Biota Neotropica, Campinas, 5, 1-9.

Bonvehi, J. S.; Coll, F. V. (1994) Phenolic composition of propolis from China and
South America. Zeitschrift fiir Naturforschung, v. 49, n. 12, p. 712-718.

Borges, F.V.B., & Blochtein, B. (2005) Atividades externas de Melipona marginata
obscurior Moure (Hymenoptera, Apidae), em distintas épocas do ano, em Sdo Francisco de
Paula, Rio Grande do Sul, Brasil. Revista Brasileira de Zoologia, 22(3), 680-686.

Cabral, E.L. (1991) Rehabilitacion del género Galianthe (Rubiaceae). Boletin de la
Sociedad Argentina de Botanica, 27, 217-231.

Cabral, I.S.R., Oldoni, T.L.C., Alencar, S.M., Rosalen, P.L.; Ikegaki, M. (2012) The
correlation between the phenol composition and biological activities of two varieties of

Brazilian propolis (G6 and G12). Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 48: 557-5¢ 112



Castro, M.L., Cury, J.A., Rosalen, P.L. (2007) Propolis do sudeste e nordeste do Brasil:
influéncia da sazonalidade na atividade antibacteriana e composi¢ao fenolica. Quimica. Nova,
30: 1512-1516.

Cardozo, D. V., Mokochinski, J. B., Machado, C. S., Sawaya, A. C. H. F., Caetano, L.
K., Felsner, M. L., & Torres, Y. R. (2015) Variabilidade quimica de geoprépolis produzida
pelas abelhas sem ferrdo Jatai, Mandagaia e Manduri. Revista Virtual de Quimica, 7(6), 2456-
2474.

Cinegaglia, N. C., Bersano, P. R. O., Bufalo, M. C., & Sforcin, J. M. (2013) Cytotoxic
action of Brazilian propolis in vitro on canine osteosarcoma cells. Phytotherapy Research,
27(9), 1277-1281.

Corréa, M. P. (1926) Dicionario das Plantas Uteis do Brasil e das Exéticas Cultivadas.
Cortopassi-Laurino, M., Ramalho, M. (1998) Pollen harvest by Africanized Apis mellifera
and Trigona spinipes in Sao Paulo: botanical and ecological views. Apidologie, 19

(1), 1-24.

Chaillou L.L., Herrera H.A., Maidana, J.F. (2004) Estudo de prépolis de Santiago Del
Estero, Argentina. Cien Tecnol Aliment 24: 11-15.

Cunha, I.B.S., Sawaya, A.C.H.F., Caetano, F.M., Shimizu, M.T., Marcucci, M.C.,
Drezza, F.T., Povia, G.S., Carvalho, P.O. (2004) Factors that influence the yield and
composition of Brazilian propolis extracts. Journal of the Brazilian Chemical Society 15, 964—
970.

Da Cunha, M.G., Rosalen, P. L., Franchin, M., De Alencar, S. M., Ikegaki, M., Ransom,
T., & Beutler, J. A. (2016) Antiproliferative constituents of geopropolis from the bee Melipona
scutellaris. Planta medica, 82(03), 190-194.

Dai, J., Mumper, RJ. (2010) Plant phenolics: extraction, analysis and their antioxidant
and anticancer properties. Molecules, v. 15, n. 10, p. 7313-7352.

Da Silva JF.M., Souza M.C., Matta S.R., Andrade, M.R, Vidal F.V.N. (2006)
Correlation analysis between phenolic levels of Brazilian propolis extracts and their
antimicrobial and antioxidant activities. Food Chem 99: 431-435.

Da Silva Oliveira, D., Aquino, P.P., Ribeiro, S. M. R., da Costa Proenca, R.P., &
Pinheiro-Sant'Ana, H.M. (2011) Vitamina C, carotenoides, fendlicos totais e atividade
antioxidante de goiaba, manga e mamao procedentes da Ceasa do Estado de Minas Gerais-doi:
10.4025/actascihealthsci. v33il. 8052. Acta Scientiarum. Health Sciences, 33(1), 89-98.

D'albore, G.R. (1979) L'origine geographique de la propolis. Apidologie, 10(3), 241-

113
267.



De Castro S.L. (2001) Propolis: biological and pharmacological activities. Therapeutic
uses of this bee-product. Ann Rev Biomed Sci 3: 49-83.

De-Melo, A.A.M., Matsuda, A.H., Almeida-Muradian, L.B. (2012) Identidade e
qualidade da propolis proveniente de quatro regides do Brasil. Revista do Instituto Adolfo Lutz,
Sao Paulo, v. 71, n. 3, p. 540-548.

Dorea, M.D.C., Aguiar, C.M.L., Figueroa, L.E.R., Lima, L.C.L., & Santos, F.D.A.R. D.
(2010) Residual pollen in nests of Centris analis (Hymenopera, Apidae, Centridini) in an area
of Caatinga vegetation from Brazil. Oecologia australis, 14(1), 232-237.

Dos Santos, C.R., Arcenio, F., Carvalho, E.S., Lucio, EM.R A., Aratjo, G. L., Teixeira,
L. A., & Rocha, L. (2003) Otimizagao do processo de extra¢ao de propolis através da
verificacao da atividade antimicrobiana. Revista Brasileira de Farmacognosia, 13, 71-74.

Dutra, R. P., Nogueira, A.M.C., Marques, R.R.D.O., Costa, M.C.P., & Ribeiro, M.N. S.
(2008) Pharmacognostic evaluation of geopropolis of Melipona fasciculata Smith from Baixada
Maranhense, Brazil. Revista Brasileira de Farmacognosia, 18(4), 557-562.

Dutra, R. P., Abreu, B. V. D. B., Cunha, M. S., Batista, M. C. A., Torres, L. M. B.,
Nascimento, F. R. F. & Guerra, R. N. M. (2014) Phenolic acids, hydrolyzable tannins, and
antioxidant activity of geopropolis from the stingless bee Melipona fasciculata Smith. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 62(12), 2549-2557.

Erdtman, G. (1960) The acetolysis method. Svensk Botanisk Tidskrift, 54: 561-564.

Fianco A.L.B., Falcao M.A., Cassel E. & Milao D. (2013) Determinacao da atividade
antimicrobiana e teor de polifenois totais de extratos etanodlicos de propolis das abelhas sem
ferrdo Tetragonisca angustula (Jatai) e Scaptotrigona bipunctata (Tubuna). Revta Liberato
14(21):1-112.

Franchin, M., da Cunha, M.G., Denny, C., Napimoga, M.H., Cunha, T.M., Koo, H., &
Rosalen, P.L. (2012) Geopropolis from Melipona scutellaris decreases the mechanical
inflammatory hypernociception by inhibiting the production of IL-1p and TNF-a. Journal of
Ethnopharmacology, 143(2), 709-715.

Freitas, M.O., Ponte, F.A., Lima, M.A.S., Silveira, E.R. (2008) Flavonoids and
triterpenes from the nest of the stingless bee Trigona spinipes. Journal of the Brazilian Chemical
Society, 19 (3) 532-535.

Funari C.S., Ferro, V.O. (2006) Anélise de propolis. CienTecnol Aliment 26: 171-178.

Ghasemzadeh, A., Ghasemzadeh, N. (2011) Flavonoids and phenolic acids: Role and
biochemical activity in plants and human. Journal of medicinal plants research, v. 5, n. 31, p.

6697-6703. 114



Gongalves, S.J.M., Régo, M.M.C., Aratijo, A. (1996) Abelhas sociais (Hymenoptera:
Apidae) e seus recursos florais em uma regido de mata secundaria, Alcantara, MA, Brasil. Acta
Amazonica. 26, 55-68.

Heard, T.A. (1999) The role of stingless bees in crop pollination. Annual Review of
Entomology, Palo Alto, 44, 183-206.

Hueck, K. (1972) As florestas da América do Sul. Sdo Paulo: Poligono, 206-239.

Jardim, M.A.G., Zoghbi, M.G.B. (2008) A flora da Resex Chocoaré — Mato Grosso
(PA): Diversidade de usos. Belém: MPEG. 36-76p.

Kerr, W.E. (1987) Sex determination in bees. XXI. Number of XO-heteroalleles in a
natural population of Melipona compressipes fasciculate. Insects Sociaux, 34 (4), 274—279.

Kleinert, A. M., Ramalho, M., Cortopassi-Laurino, M., Ribeiro, M. F., & Imperatriz-
Fonseca, V. L. (2009) Abelhas sociais (Bombini, Apini, Meliponini). Bioecologia e nutricao de
insetos-Base para o manejo integrado de pragas, 373-426.

Kisser, J. (1935) Bemerkungen Zum Einschluss in glycerim Z. Hiss. 51 p.

Koo, M. H., & Park, Y. K. (1997) Investigation of flavonoid aglycones in propolis
collected by two different varieties of bees in the same region. Bioscience, biotechnology, and
biochemistry, 61(2), 367-369.

Liberio, S. A., Pereira, A. L. A., Dutra, R. P., Reis, A. S., Araujo, M. J. A., Mattar, N.
S., & Monteiro-Neto, V. (2011) Antimicrobial activity against oral pathogens and
immunomodulatory effects and toxicity of geopropolis produced by the stingless bee Melipona
fasciculata Smith. BMC Complementary and Alternative Medicine, 11(1), 108.

Lima M.V.D. (2015) Geopropolis produzida por diferentes espécies de abelhas:
atividades antimicrobiana e antioxidante e determinagdo do teor de compostos fendlicos.
Dissertagao de Mestrado. Disponivel em: //htpp
http://www.ppgcf.propesp.ufpa.br/ARQUIVOS/dissertacoes/marcuslima.pdf. Acesso em 10
mai. 2016.

Manrique, A., & Santana, W. (2008) Flavonoides, actividades antibacteriana y
antioxidante de propoleos de abejas sin aguijon, Melipona quadrifasciata, Melipona
compressipes, Tetragonisca angustula y Nannotrigona sp. de Brasil y Venezuela. Zootecnia
Trop, 26(2), 157-166.

Marcucci, M. C., Woisky, R. G., & Salatino, A. (1998) Uso de cloreto de aluminio na
quantificagdo de flavonoides em amostras de propolis. Mensagem doce, 46, 3-8.

Marcucci, M. C., Ferreres, F., Garcia-Viguera, C., Bankova, V. S., De Castro, S. L.,
Dantas, A. P. & Paulino, N. (2001) Phenolic compounds from Brazilian propolis 115
pharmacological activities. Journal of ethnopharmacology, 74(2), 105-112.



Marques-Souza, A.C., Absy, M. L., Condé, P. A. A., Coelho, H. A. (1993) Dados da
obtengdo de polen por operarias de Apis mellifera no municipio de Ji-Parana (RO), Brasil. Acta
Amazonica, 23,1, 57-76.

Matos, A. P., Nebo, L., Vieira, P. C., Fernandes, J. B., SILVA, M.F.D.G.F.D. &
Rodrigues, R. R. (2009) Constituintes quimicos e atividade inseticida dos extratos de frutos de
Trichilia elegans e T. catigua (Meliaceae). Quimica Nova, 32(6), 1553-1556.

Matos, V. R., Alencar, S.M., Santos, F.A. (2014) Pollen types and levels of total
phenolic compounds in propolis produced by Apis mellifera L.(Apidae) in an area of the
Semiarid Region of Bahia, Brazil. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, 86 (1), 407-418.

Menezes, J.D.S., Maciel, L.F., Miranda, M.S & Druzian, J.I. (2010) Compostos
bioativos e potencial antioxidante do pdlen apicola produzido por abelhas africanizadas (Apis
mellifera L.). Rev Inst Adolfo Lutz 69: 233-242.

Mesquita, L.S.S., Mesquita, J.W.C.; Dutra, R.D., Batista, M.C.B., Malik, S., Amaral, F.
M.M., Ribeiro, M.N.S. (2016) Extraction parameters affect flavonoids content and antioxidant
activities in Passiflora edulis. Journal of Chemical and Pharmaceutical Research, v. 8, p. 99-
107.

Michener, C.D. (1974) The social behavior of the bees. Harvara University. Press, 404p.

Michener, C.D. (1979) Biogeography of the bees. Annals of the Missouri botanical
Garden, 277-347.

Michener, C.D. (2000) The bees of the world. JHU Press.

Ministério do Trabalho e emprego. (2012) Identidade coletiva e organizag¢do produtiva
dos apicultores do alto turi maranhense: o caso da Turimel.

Muniz, F.H. (2011) Efeito do manejo florestal sobre a composi¢do floristica e
fitossociologia da floresta na Amazonia maranhense. In Amazoénia Maranhense: Diversidade e
Conservagao — Belém: MPEG, 328.

Miiller, I. (1947) Die pollen analttische nachweis der menschlichen Besiedlung im
Federsee-und bodenseegebiet. Planta. 36p.

Mccune, B., Mefford, M.J. (1999) PC-ORD. Multivariate analysis of ecological data,
version 4.10. MjM Software Design, Oregon.

Martins, A.C.L., Régo, M.C., Carreira, L., Albuquerque, P.M.C. (2011) Espectro
polinico do mel de tiiba (Melipona fasciculata Smith, 1854, Hymenoptera, Apidae). Acta
Amazonica, 41 (2), 183 — 190.

Matsuno, T. (1995) A new clerodane diterpenoid isolated from propolis. Zeitschrift fiir

116
Naturforschung c, v. 50, n. 1-2, p. 93-97.



Moreira, L., Dias, L. G., Pereira, J. A., Estevinho, L. (2008) Antioxidant properties, total
phenols and pollen analysis of propolis samples from Portugal. Food and Chemical Toxicology,
46, 3482 — 3485.

Moure, A., Cruz, J. M., Franco, D., Dominguez, J. M., Sineiro, J., Dominguez, H.,
Nunez, M. J., Parajo, J. C., (2001) Food Chem. 72, 145.

Nagaoka, T., Banskota, A.H., Tezuka, Y., Midorikawa, K., Matsushige, K., K adota, S.
(2003) Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) analogues: potent nitric oxide inhibitors from the
Netherlands propolis. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v.26, n.4, p.487-491.

Nogueira-Neto, P. (1997). Vida e criagdo de abelhas indigenas sem ferrao. Sao Paulo,
Nogueirapis.

Oliveira, F.A., Costa, C.L., Chaves, M.H., Almeida, F. R., Cavalcante, 1.J., Lima, A.F.,
Lima, R.C., JR, Silva R.M., campos, A.R., Santos, F.A., Rao, V.S. (2005) Attenuation of
capsaicin-induced acute and visceral nociceptive pain by o and 3 amyrin, a triterpene mixture
isolated from Protium heptaphyllum resin in mice. Life Sciences, 77,2942-2952.

Paula-Eduardo, L.F.D. (2014) Isolamento e identificagdo de compostos bioativos da
geopropolis (Melipona scutellaris) bioguiado pelo efeito antimicrobiano= Isolation and
identification of bioactive compounds of geopropolis (Melipona scutellaris) bioguided by the
antimicrobial effect.

Park, Y.K., Koo, M.H., Abreu, J.A.S., Ikegaki, M., Cury, J.A., Rosalen, P.L. (1998)
Antimicrobial activity of propolis on oral micro organisms. CurrentMicrobiology, v.36, p.24-
28.

Park, Y.K., Alencar, S.M., Scamparine, A.R.P., Aguiar, C.L. (2002) Propolis produzida
no sul do Brasil, Argentina e Uruguai: Evidéncias fitoquimicas de sua origem vegetal. Ciéncia
Rural, 2, 997-1003.

Park, Y. K., Paredes-Guzman, J., Aguiar, C. L., & Fujiwara, F. (2003). Estudo das
propolis que contém Artepillin C. Mensagem Doce, 74, 9-16.

Park, Y. K., Paredes-Guzman, J. F., Aguiar, C. L., Alencar, S. M., & Fuji- 117 Y.
(2004) Chemical constituents in Baccharis dracunculifolia as the main botanical origin of
southeastern Brazilian propolis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52(5), 1100-1103.

Pesce, C. (2009) Oleaginosas da Amazonia, 2. ed. Belém: MPEG/NEAD.

Ramalho, M., Kleinert-Giovanninl, A., Imperatriz-Fonseca, V. L. (1990) Important bee
plants for stingless bees (Melipona and Trigonini) and africanized honeybees (Apis mellifera)
in habitats: a review. Apidologie, 21, 469-488.

Ramalho, M. (2004) Stingless bees and mass flowering trees in the canopy of Atlahtic
Forest: a tight relationship. Acta botanica brasilica, 18, 1, 37-47.



Régo, M. C., Albuquerque, P. M. C., Venturieri, G. C. (2008) Menos locais para ninhos.
Ciéncia Hoje, Rio de Janeiro, 42, 50-51.

Ribeiro, J.E.L.S. (1999) Flora da Reserva ducke: Guia de Identificagdo das plantas
vasculares de uma floresta de terra-firme na Amazonia Central. Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazdénia/DFID, Midas Printing, Manaus, Brasil, p. 816.

Salatino, A., Teixeira, E.W., Negri, G. (2005) Origin and chemical variation of Brazilian
propolis. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2(1), 33-38.

Salatino, A., Fernandes-Silva, C. C., Righi, A. A., & Salatino, M. L. F. (2011) Propolis
research and the chemistry of plant products. Natural product reports, 28(5), 925-936.

Santos, C.G., Santos, K.C., Tirelli, F.P., Blochtein, B. (2009) Caracterizagao sazonal de
acumulos isolados de propolis em coldnias de Plebeia emerina (Hymenoptera, Apidae) no sul
do Brasil. Theringia. Série Zoologia, 99, 200- 203.

Santos, F.A.R. (2011) Identificagcdo botanica do pdlen apicola. Magistra 23: 5-9.

Sawaya, A.C.H.F., Da Silva Cunha, 1. B., Marcucci, M. C., Aidar, D. S., Silva, E. C. A.,
Carvalho, C. A. L., Eberlin, M. N. (2007) Electrospray ionization mass spectrometry
fingerprinting of propolis of native Brazilian stingless bees. Apidologie, 38(1), 93-103.

Silveira, F.A., Melo, G.A.R., Almeida, E.A.B. (2002) Abelhas brasileiras: sistematica e
identificacdo. Belo Horizonte, Ministério do Meio Ambiente.

Shepherd, G. J. (1996) Fitopac 1: manual do usudrio. Departamento de Botanica,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

Silva, J.F.M., Souza, M.C., Matta, S.R., Andrade, M.R., Vidal, F.V.N. (2006)
Correlation analysis between phenolic levels of Brazilian propolis extracts and their
antimicrobial and antioxidant activities. Food Chem 99: 431-435.

Silva, B.B. et al. (2007) Chemical composition and botanical origin of red propolis, a
new type of Brazilian propolis. Evidence-based Complementary and Alternative Medicine,
New York, v. 5, n. 3, p. 313-316.

Silva, E.C.D. (2012) Estudo da composi¢ao quimica e atividade biolo gica da
geopropolis de Melipona interrupta € Melipona seminigra.

Silva, E.C.C., Muniz, M.P., Nunomura, R.C.S., Nunomura, S.M., Zilse, G.A.C. (2013)
Constituintes fenolicos e atividade antioxidante da geopropolis de duas espécies de abelhas sem
ferrao amazonicas. Quimica Nova, 36: 628-633.

Sokal, R.R., Rohlf, F.J. (1996) Biometry: The principle and practice of statistics.
Biological Research. 2 ed. New York: W. H. Freeman and company.

Souza, R.C., Yuyama, L.K.O., Aguiar, J.P.L., Oliveira, F.P.M. (2004) Valor nutricjqgal

do mel e pdlen de abelhas sem ferrdo da regido amazdnica. Acta Amazonica. 34 (2).



Sousa, J. P., Furtado, N.A.J.C., Jorge, R., Soares, A.E., & Bastos, J.K. (2007) Perfis
fisico-quimico e cromatografico de amostras de propolis produzidas nas microrregides de
Franca (SP) e Passos (MQ), Brasil. Rev bras farmacogn, 17(1), 85-93.

Souza, H.R.D., Corréa, A.M.D. S., Cruz-Barros, M.A.V.D., Albuquerque, P.M.C.D.
(2015) Pollen spectrum of Scaptotrigona aff. postica (Hymenoptera, Apidae, Meliponini)
propolis from Barra do Corda, MA, Brazil. Acta Amazonica, 45(3), 307-316.

Steyermark, J.A., Borreria G.F. Meyer. (1972) The botany of the Guayana highland,
part IX. Memoirs of the New York Botanical Garden, 23, 805-831.

Teixeira, E.W., Messsage, D., Meira, R. M. S A., Salatino, A. (2003). Indicadores da
origem botanica da propolis, importancia e perspectivas. Revisdo bibliografica. Boletim da
Industria Animal, 60, 83-106.

Tepedino, V.J. & Stanton, N.L. (1981) Diversity and competition in bee-plant
communities on short-grass prairie. Oikos, 35-44.

Venturieri, G.C., Raiol, V. D. F. O., Pereira, C. A. B. (2003) Avaliagcdo da introdugao
da criacdo racional de Melipona fasciculata (Apidae: Meliponina), entre os agricultores
familiares de Braganca-PA, Brasil. Biota Neotropica, 3(2), 1-7.

Venturieri, G.C., Alves, D.A., Villas-Boas, J.K., Carvalho, C. A.L., Menezes, C., Vollet
Neto, A., Contrera, F.A.L., Cortopassi-Laurino, M., Nogueira-Neto, P., Imperatriz-Fonseca,
V.L. (2012) Meliponicultura no Brasil: situacdo atual e perspectivas futuras. In Imperatriz-
Fonseca VL, Canhos D, Alves DA, Saraiva AM (org) Polinizadores no Brasil: contribuigdo e
perspectivas para biodiversidade, uso sustentdvel, conservagdo e servigos ambientais. Sdo
Paulo, EDUSP, 213-236.

Viana, B. F., Silva, F. O.D, Kleinert, A. D. M. (2006) A flora apicola de uma area restrita
de dunas litoraneas, Abaeté, Salvador, Revista Brasileira de Botanica, 29(1), 13-25.

Woisky, R.G.; Salatino, A. (1998) Analysis os propolis: some parameters ond prodecore

for chemical fuality control. Journal Apicultural Research, v. 37, n. 2, p. 99-105.

119



Capdule 3

Analise palinologica e composicio quimica da geopropolis de Melipona (Melikerria)

fasciculata Smith 1854 em uma regiao da Amazonia Maranhense, Brasil.
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Resumo: Investigamos a composicdo quimica de quatro amostras (Dezembro/2013 -GP1,
Fevereiro/2014 -GP2, Junho/2014 -GP3 e Julho/2014 -GP4) da geopropolis de Melipona
(Melikerria) fasciculata por cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) e analisamos os tipos polinicos presentes nas
mesmas. As amostras foram coletadas em um meliponario localizado no municipio de Santa
Luzia do Paruad, situado a oeste do Estado do Maranhdo, Brasil. A metodologia utilizada para a
identificacdo dos tipos polinicos foi a de Barth (1998) e a analise por CLAE foi realizada em
um cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a um detector de ultravioleta. Identificou-
se um total de 13 tipos polinicos pertencentes a 10 familias. Destacou-se a importancia dos
seguintes tipos polinicos identificados nas amostras: Anacardium, Ardisia, Borreria
verticillata, Eucalyptus, Hyptis, Manguifera, Protium, Tapirira e Vernonia. Foi revelada a
presenca de varios compostos, que foram tentativamente caracterizados como acido quinico,
derivados de benzofenonas, flavonoide O-glicosilado e xantonas. O composto mangiferina
esteve presente em todas as amostras. Também foi verificada a presenca de benzofenonas que
parecem estar envolvidas na biossintese de xantonas glicosiladas. A composi¢ao quimica da
geopropolis varia com a localizagdo das espécies de abelhas. A variagdo nos compostos
fendlicos pode indicar a geopropolis como uma matéria prima rica fonte de compostos bioativos

com grande potencial farmacologico inclusive para a area da saude.

Palavras-Chave: HPLC massa, Geopropolis, Xantonas, Compostos fendlicos.
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Abstract: We investigated the chemical composition of four samples (December / 2013 -GP1,
February / 2014 -GP2, June / 2014 -GP3 and July / 2014 -GP4) from the geopropolis of
Melipona (Melikerria) fasciculata by high performance liquid chromatography (HPLC), liquid
chromatography—mass spectrometry (LC-MS) and analyzed the pollen types present in them.
Samples were collected in a meliponarium located in the municipality of Santa Luzia do Parua,
located to the west of the State of Maranhdo, Brazil. The methodology used to identify the
pollen types was that of Barth (1998) and analysis by HPLC was performed on a high efficiency
liquid chromatograph coupled to an ultraviolet detector. A total of 13 pollen types belonging to
10 families were identified. The following pollen types were identified: Anacardium, Ardisia,
Borreria verticillata, Eucalyptus, Hyptis, Manguifera, Protium, Tapirira and Vernonia. The
presence of various compounds which have been tentatively characterized as quinic acid,
benzophenone derivatives, O-glycosylated flavonoid and xanthones have been revealed. The
mangiferin compound was present in all samples. It was also verified the presence of
benzophenones that appear to be involved in the biosynthesis of glycosylated xanthones. The
chemical composition of the geopropolis varies with the location of the bee species. This variety
of phenolic compounds indicates that this raw material represents a rich source of bioactive
compounds with great pharmacological potential including health.

Key words: HPLC Mass, Geopropolis, Xanthones, Phenolic Compounds.
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INTRODUCAO:

A propolis ¢ um produto apicola elaborado a partir de material resinoso, gomoso e
balsamico coletado das plantas pelas abelhas, o qual elas modificam acrescentando secrecdes
salivares, cera e pdlen enquanto a geopropolis diferencia-se da préopolis, pois apresenta
sedimento de terra ou barro usado na sua elaboracao (Barth, 1998; Barth et al., 1999; Barth &
Luz, 2003), tendo sido assim denominada por Nogueira-Neto (1962) para distinguir o tipo
especial de propolis preparada por muitas abelhas sem ferrdo,especialmente do genero
Melipona como: Urugu nordestina (Melipona scutellaris), Manduri (M. marginata), Mandagaia
(M. quadrifasciata), Jandaira (M. subinitida), Tujuba (Melipona rufiventris mondury), Titba
(Melipona fasciculata) dentre outras (Nogueira-Neto, 1997).

A geopropolis diferencia-se da propolis, pois apresenta sedimento de terra ou barro
usado na sua elaboracao (Barth, 1998; Barth et al., 1999; Barth & Luz, 2003), tendo sido assim
denominada por Nogueira-Neto (1962) para distinguir o tipo especial de propolis preparada por
muitas abelhas sem ferrdo.

A composi¢do quimica da propolis e geopropolis variam de regido para regido e suas
substancias sdo variaveis dependendo do local de coleta (Greenaway et al, 1990; Marcucci
1995, 1996). Mais de trezentas substancias foram identificadas em amostras de propolis, que
de modo geral, contém 50-60% de resinas e balsamos, 30-40% de ceras, 5-10% de 6leos
essenciais, 5% de graos de polen, além de pequenas quantidades de aluminio, célcio, estroncio,
ferro, cobre, tiamina (B1), riboflavina (B2), piridoxina (B6), acido nicotinico (B3), acido
ascorbico (C), alfatocoferol (E) e acido pantoténico (B5) (Ghisalberti et al., 1979). As técnicas
mais frequentes utilizadas para a analise e determinagdo dos constituintes quimicos da
geopropolis sdo a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (Dutra

et al., 2014; Aratjo et al., 2015; Batista et al., 2016; Cunha et al., 2016).
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Dados da literatura t€ém mostrado que geopropolis possui atividade antibacteriana
(Manrique & Santana, 2008), antinflamatoria e antiprolifertiva (Cunha et al., 2013; Cunha et
al., 2016), antimicrobiana (Liberio et al., 2011), imunomoduladoria (Liberio et al., 2011)
propriedades gastroprotetoras (Ribeiro-Junior et al., 2015), antioxidante (Dutra et al., 2014;
Batista et al., 2016) e contém uma alta concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides
(Popova, 2007; Dutra et al., 2008). Segundo Dutra et al. (2008) as variagdes qualitativa e
quantitativa desses flavonoides e de outros constituintes quimicos nas amostras analisadas sao
afetadas pela flora visitada pelas abelhas, regido geografica e fatores ambientais, o que ¢é
demonstrado em alguns trabalhos ja realizados com a geopropolis de Melipona (Melikerria)
fasciculata Smith 1854 no Maranhdo: Batista et al. (2016) analisaram a composi¢do quimica e
atividade antioxidante de geoprdpolis produzidas por M. fasciculata em 02 ambientes no estado
Maranhao,em campos inundados e em areas de cerrado do estado do Maranhao,demonstrando
que os os triterpenos e o acido fendlico (acido protocatecuico predominam nas geopropolis de
campos alagados enquanto que os acidos fendlicos, acido galico e acido elagico foram os
principais compostos da geopropolis do Cerrado. Os triterpenos também foram o grupo princial
de compostos encontrados por Abreu (2011) em trés municipios nos campos inundados.

Trabalhos feitos com a geopropolis de M. fasciculata apresentaram resultados
interessantes, como a diminui¢do em 48,5% de colonias de Streptococcus mutans na saliva de
pacientes indicando ser ela um excelente auxiliar no tratamento e prevengao de céries (Duailibe
et al., 2004). Cinegaglia et al. (2013), demonstraram acdo anticancer da geopropolis de M.
fasciculata sobre osteorsacoma canino. Libério et al. (2011) comprovaram agao antimicrobiana
contra Streptococcus mutans e Candida albicans, com atividade inibitoria significativa contra
os biofilmes de S. mutans e atividade imunomodulatoria podendo ser utilizado em processos
inflamatérios. Também j& ha estudos propondo o uso da geopropolis combinada a drogas
anticancer, sendo ela uma abordagem quimioterdpica para o tratamento do cancer laringeo

(Bartolomeu et al., 2016).
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A geopropolis de outras espécies de abelhas sem ferrdo também tem sido estudadas:
Freitas et al. (2008) do extrato etanolico da geopropolis do ninho de Trigona spinipes
(Fabricius, 1793) isolaram os triterpenos cicloartanos, acido magniferolico e acido 3B-hidroxi-
24-metilenocicloartan-26-6ico, além dos flavonoides 3’-metilquercetina, sakuranetina,
ramnocitrina, tricetina e éter 7-metil aromadendrina como compostos majoritarios. Abreu
(2011) analisou a composi¢ao quimica de trés amostras de geopropolis produzida por M.
fasciculata, oriundas dos municipios de Sao Bento e Sao Jodo Batista, localizados no estado do
Maranhdo e mostrou que os triterpenos foram o grupo principal de compostos encontrados.
Silva (2013) conseguiu isolar flavonoides como naringenina glicosilada, aromadendrina e
naringenina da geopropolis de Melipona (Melikerria) interrupta Latreille, 1811 e Melipona
(Michmelia) seminigra Friese, 1903 na regido Amazonica. Do extrato metandlico da mesma
espécie coletada em Manaus foram isoladas miricetina glicosilada e naringenina glicosilada. A
determinagdo da origem geografica e, principalmente, a origem botanica aliada a fenologia da
planta hospedeira, assim como a caracterizagdo quimica faz-se importante no controle de
qualidade e padronizagdo das amostras para uma efetiva aplicagdo terapéutica (Alencar et al.,
2005; Silva et al., 2016).

Desta forma, considerando a escassez de estudos sobre geopropolis de Melipona
fasciculata coletada na regido amazdnica, a crescente importdncia econdmica da
meliponicultura, e com o intuito de contribuir com parametros para padroniza¢do de produtos
de abelha sem ferrdo, esse trabalho teve como objetivo investigar a composi¢do quimica de

amostras da geopropolis de Melipona (Melikerria) fasciculata da Amazonia.
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MATERIAIS E METODOS:
Obtencao das amostras e caracterizacdo da area de coleta

Foram coletadas com auxilio de uma espatula amostras de geopropolis produzida por
Melipona fasciculata nos meses de dezembro de 2013 (GP1), fevereiro (GP2), junho (GP3) e
julho de 2014 (GP4) em um meliponario localizado em Santa Luzia do Parué (02°32°36,2" S;
45°46°26,9° W), Maranhao, Brasil (Figura 1). Estas amostras foram armazenadas em sacos
plasticos e mantidas sob refrigeragao até as analises.

O municipio de Santa Luzia do Parud esta situado a oeste do estado do Maranhdo, na
microrregido do Pindaré, regido do Alto Turi. Essa regido localiza-se predominantemente no
ecossistema floresta, com alguma presenga também do cerrado. Todo o seu perimetro encontra-
se na chamada Amazonia maranhense, regido de floresta influenciada pelo rio Turiagu, que
nasce na propria regiao, na Serra da desordem (MTE, 2012). Destacam-se na paisagem espécies
vegetais de grande porte, como Piranhea trifoliata Baill. (piranheira), Cenostigma tocantinum
Ducke (caneleiro), Hymenaea courbaril L. (jatoba), Spondias lutea L. (cajazinho), Copaifera
reticulata Ducke (copaiba), Hymenaea parvifolia Huber (jatoba-curuba), assim como espécies
com grande densidade de individuos como Protium tenuifolium Engl. (amesclao). Espécies
raras também ocorrem como Tabebuia impetiginosa Mart. ex DC. Standl. (ipé-roxo), Tabebuia
serratifolia (vahl) nichols (ipé-amarelo), Parkia sp. (faveira), Astronium gracile Engl.
(muiracatiara), Eschweilera amazonica R. Knuth (juruparana), Apuleia leiocarpa (vog.) macbr
(amareldo), Lecythis usitata R. Knuth (jarana), Didymopanax morototoni (Aubl.) Decne &
Planch (morototd), entre outras que respondem pela grande diversidade dessa area (Muniz,

2011).

Obtencao do polen a partir do geopropolis e analise polinica
A metodologia utilizada para preparagao das amostras de geopropolis foi a de Barth

(1998), iniciando-se pela extracdo de 0,5 g de cada amostra de geopropolis em etanol. Foi feita
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também a lavagem em agua destilada e filtragem por tela de aco de 0,3 mm para eliminacao de
fragmentos maiores (Barros et al., 2013). Nesta etapa, o liquido filtrado foi colocado em
agitador ultrassonico por 3 minutos utilizando-se tubos de plastico especiais providos de anel
vedante e tela de nylon de malha de 5 um para eliminagdo de outros fragmentos. Antes da
aplicacao da mistura de acetolise de Erdtman (1960), prepararam-se 1aminas de microscopia do
sedimento retido na tela de ago de filtragem para a observacao dos elementos figurados e
material inorganico, que podem auxiliar na caracteriza¢do das amostras de geopropolis (Barth
& Luz, 2003; Barth & Freitas, 2015). No final da preparagdo, de cada amostra confeccionaram-
se laminas permanentes em triplicatas com gelatina glicerinada e seladas por parafina (Kisser,
1935; Muller, 1947).

A identificacdo e registro fotografico dos graos de polen foram feitos através de
fotomicroscopio com camera digital e analise de imagem por Software especifico para captura
de imagem. A avaliacdo palinoldgica foi baseada na interpretagdo da contagem no minimo de
300 graos de polen por amostra, observados em microscopia 6ptica de 400 a 1000X de aumento.
A determinacdo e identificagdo botanica dos tipos polinicos foram feitas através da comparagao
com a palinoteca de referéncia da area, de acordo com as instru¢des de Santos (2011) e, cujas
laminas se encontram no Laboratdrio de Estudos Sobre Abelhas (LEA). Os catdlogos de pdlen
utilizados para auxiliar na identificacdo foram Carreira (1976), Palacios et al. (1991), Roubik
& Moreno (1991), Carreira (1996), Velasquez & César (1999), Carreira & Barth (2003), Moura

et al. (2004), Leal et al. (2011), dentre outros.
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Figura 1: Localizagdo do melipondrio de coleta das amostras de geopropolis de M.

fasciculata.

Preparo dos extratos hidroalcoolicos das geopropolis

Cada amostra de geopropolis foi triturada em moinho de facas para obtengao de um po
moderadamente grosso, em seguida submetidas separadamente a extragdo por maceragdo com
etanol 70%, na proporcao geopropolis/solvente 1:2 (p/v) por 72h (02 extragdes sucessivas). As
solugdes extrativas foram reunidas e concentradas em evaporador rotativo sob pressao reduzida
a 50 °C, obtendo-se ao final, quatro extratos hidroalcodlicos de geopropolis que foram
codificados como EGP1, EGP2, EGP3 e EGP4 (correspondendo aos geopropolis coletadosem

dezembro de 2013, fevereiro, junho e julho de 2014, respectivamente).

Analise dos extratos hidroalccoolicos das geopropolis por CLAE-UV-Vis
A andlise por CLAE foi realizada em um cromatrografo liquido de alta eficiéncia
(Thermo Finnigan Surveyor Plus) acoplado a um detector de ultravioleta. Foi usada uma coluna

analitica ACE 5 C-18 de fase reversa (250 x 4,60 mm, 5 pm). Os compostos das amostras foram
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separados em temperatura ambiente usando um gradiente de elui¢do com um fluxo de 0,6
ml/min. As fases moveis consistiram de dgua purificada contendo 0,1% de acido formico (A) e
acetonitrila (B). O gradiente usado foi: 0-30 min, 5-20% de B; 30-45 min, 20-70% de B. O
volume de injecao no sistema de CLAE foi de 25 pL e a deteccao no UV-Vis foi realizada a
259 e 281 nm (comprimento de onda que exibiram bandas de absorcao na varredura por

espectometria).

Analise dos extratos hidroalccoolicos das geopropolis por CL-UV-ESI-EM/EM

As amostras foram analisadas em sistema de cromatografia liquida (CBM-20A -
Shimadzu), com detector de ultravioleta, equipado com duas bombas (LC-20AD), injetor
automatico e acoplado com espectrometro de massas (Bruker amaZon Speed ETD), com
analisador tipo ion trap quadrupolo e ionizagao por electrospray (ESI). A analise cromatografica
foi realizada nas condigdes descritas no item anterior. Os espectros de massas foram obtidos
em modo negativo, utilizando nitrogénio ultrapuro como gés de nebuliza¢do com fluxo de 12
I/min, pressdo de 27 psi, potencial de 4.5 kV, temperatura de 300 °C, em baixa resolucio, na
faixa de m/z 100 a 1000. Os compostos foram identificados com base na massa do ion molecular

e dados de fragmentacgao.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Analise palinologica das amostras de geopropolis:

Identificou-se um total de 13 tipos polinicos pertencentes a 10 familias botanicas. Os
tipos polinicos identificados no més de dezembro de 2013 (GPl) foram Croton
(Euphorbiaceae), Borreria verticillata (Fig.2-3), Mimosa pudica L. (Fabaceae) (Fig.2-10),
Myrcia/Psidium (Fig.2-9), Tapirira (Anacardiaceae) e Vernonia (Fig.2-5). Em fevereiro de
2014 (GP2) Anacardium (Anacardiaceae) (Fig.2-1), Borreria verticillata (L.) G. Mey.

(Rubiaceae) e Stryphnodendron (Fabaceae). Em junho de 2014 (GP3) foram  Anacardium
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(Anacardiaceae), Ardisia (Myrcinaceae) (Fig.2-7), Borreria verticillata (Rubiaceae),
Eucalyptus (Myrtaceae), Mangifera (Anacardiaceae), Protium (Burseraceae) (Fig.2-6),
Vernonia (Fig.2-4) (Asteraceae) e Zantholylum (Rutaceae). Em julho de 2014 (EGP4) foram os
tipos Borreria verticillata, Hyptis (Lamiaceae) (Fig.2-8), Myrcia/Psidium (Myrtaceae) e
Protium (Burseraceae) (Tabela 1). A familia que teve maior quantidade de tipo polinicos foi
Fabaceae e Anacardiaceae (3 tipos polinicos). Os Meliponini sdo considerados espécies
generalistas, onde os individuos possuem habilidade fisica, fisiolégica e comportamental para
visitar varios tipos de flores, sendo numericamente dominantes entre os insetos visitantes florais
(Ramalho, 2004). No entanto, Kerr et al. (1986/87), Guibu et al. (1988) e Ramalho et al. (1989)
ressaltaram que essas abelhas sdo seletivas e procuram explorar poucas fontes de alimentos. Os
graos de polen nos produtos das abelhas sdo marcadores naturais e, por isso os tipos polinicos
identificados podem fornecer uma indicagao das preferéncias troficas de M. fasciculata. Alguns
autores mencionam que as abelhas podem apresentar premissas de preferéncia floral, que visam
otimizar o custo e beneficio do forrageio (Ramalho et al., 2007).

A familia Anacardiaceae foi representada nas amostras pelos tipos Anacardium,
Mangifera e Tapirira. A recompensa floral oferecida aos visitantes na maioria das espécies
dessa familia ¢ o néctar. Luz et al. (2009) encontraram polens de Anacardium e Tapirira na
propolis vermelha do nordeste brasileiro e consideraram uma das possiveis fontes de resina para
as localidades estudadas. Ressalta-se que as xantonas encontradas nos extratos de geopropolis
sdo encontradas nas folhas de Mangifera indica L..

A familia Asteraceae foi representada em nossas amostras pelo tipo Vernonia. Espécies
da familia Asteraceae ocorreram em varias amostras de propolis marrom do Estado do Rio de
Janeiro e sdo muito procuradas pelas abelhas Apis mellifera para fornecimento de polen e néctar
(Freitas et al. 2010). As abelhas indigenas também procuram recursos nessas familias, apesar

de em menor quantidade (Barros et al., 2013; Oliveira et al., 2009; Ribeiro et al., 2016).
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A familia Mpyrtaceae representada pelos tipos Myrcia/Psidium e Eucalyptus.
Myrcia/Psidium é considerada como uma das fontes de resina para as abelhas especialmente
Psidium guajava L. (Oliveira & Bastos, 1998). Eucalyptus (Myrtaceae) ¢ um género que produz
uma grande quantidade de pdlen e foi indicado como uma das fontes de resina para a propolis
do Brasil (Freitas et al., 2010; Barros et al., 2013; Matos et al., 2014; Ribeiro et al., 2016). A
familia Burseraceae foi representada pelo tipo Protium, sendo Protium heptaphyllum muito
utilizado pelas abelhas sem ferrdo no Amazonas (Oliveira et al., 2009); Tivemos também outros
tipos polinicos importantes na constituicdo da geopropolis de M. fasciculata como Ardisia
(Mysinaceae), que ¢ muito polinifero e cujos galhos secretam resina (Soto, 2007); O tipo Hyptis
(Lamiaceae), que ¢ indicada por Park et al. (2002) como uma das fontes de resina para a propolis
nordestina e o tipo Borreria verticillata (Rubiaceae) que também foi importante no trabalho de

Souza et al. (2015).
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Figura 2: Fotomicrografias de graos de pdlen observados nas amostras de geopropolis
de Melipona fasciculata em uma regido da Amazonia Maranhense, Brasil: 1-Anacardiaceae,
Anacardium. 2-Anacardiaceae, Mangifera. 3-Rubiaceae, Borreria verticillata. 4-
Hypericaceae, Vismia. 5-Asteraceae, Vernonia. 6-Burseraceae, Protium. 7-Myrsinaceae,

Ardisia. 8-Lamiaceae, Hyptis. 9-Myrtaceae, Myrcia/Psidium. 10- Fabaceae, Mimosa pudica.
Escala = 10um.
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Tabela 1: Tipos Polinicos identificados nas amostras de geopropolis de M. fasciculata

Tipos polinicos

GP1

GP2

GP3 GP4

ARECACEAE
Attalea speciosa Mart.
ANACARDIACEAE
Anacardium
Mangifera
ASTERACEAE
Erechtites

Vernonia
BURSERACEAE
Protium
CACTACEAE
Opuntia
CLUSIACEAE
Clusiaceae

Clusia grandiflora Splitg.
Symphonia globulifera L.
EUPHORBIACEAE
Acalypha

Croton

FABACEAE

Acacia
Anadenanthera
Chamaecrista
Machaerium

Mimosa caesalpiniifolia Benth.
Mimosa sp.
Pterocarpus
Schrankia

Senna
Stryphnodendron
HYPERICACEAE
Vismia
LAMIACEAE
Hyptis
MALPHIGIACEAE
Byrsonima
MELASTOMATACEAE
Miconial/Tibouchina
MELIACEAE
Trichilia
MYRTACEAE
Mpyrcia/Psidium
MYRSINACEAE
Ardisia
ONAGRACEAE
Ludwigia
RUBIACEAE

Borreria verticillata (L.) G. Mey.

Declieuxia
Psicotrya
RUTACEAE
Zantholylum
SOLANACEAE
Solanum

1.27

35.72

52
17.70

11.96
5.10

0.31

3.66

2.55

0.31

14.19
0,50
1.75

4.78

431

3.10

2.59

62.17

5.35

83

1.38
2.07

11.05
3.28

2,3

2.59

2.07

2.23

0.46
0.69 0.45

7.20 10.22

12.55

10
5.34
0.93

1.39
1.82

5.11 17.04

0,65

3.48 5.68

0.68

10.68

10.68
2.79 5.22

3,5

3.02 23.86
20.23

3,52

1.62 13.63
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Analise da Composicao Quimica dos extratos hidroalcodlicos da geopropolis:

Os extratos de geopropolis foram analisadas por CLAE-UV e CL-UV-ESI-EM/EM.

Cromatogramas CLAE-UV de cada extrato estdo representados na figura 3 (A-D).
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Figura 3: Cromatogramas por CLAE a 281 nm dos extratos hidroalcoolicos de

geopropolis de Melipona fasciculata (EGP1 (A), EGP2 (B), EGP3 (C), EGP4 (D).
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Os cromatogramas obtidos por CLAE/UV-vis dos 04 extratos (281 nm) revelaram

similaridade na composi¢do quimica. As tabelas 2-5 demonstram sumariamente informagoes

das analises HPLC-DAD-ESI-MS/MS dos 04 extratos como o peso molecular, ion molecular[M

— H]—, os principais fragmentos e a identificagdo dos compostos. Os constituintes foram

tentativamente identificados pela similaridade de seus padroes de fragmentagdo com

constituintes descritos na literatura.

Tabela 2: Compostos tentativamente identificados no extrato hidroalcoolico de geopropolis de

Melipona fasciculata (EPG1) por CL-UV-ESI-EM/EM.

Pico MM [M-H]'m/z  Principais ions EM? (m/z) Composto identificado

1 192 191 173; 85 Acido quinico

2 576 575 465; 423; 303; 261; 235; 193  Maclurina mono-O-galoil-glicosideo
3 408 407 287 Iriflofenona-3-C-glicosideo

4 560 559 407; 317; 287; 245; iriflofenona mono-O-galoilglicosideo
5 464 463 455,417,311, 173 Miricetina-3-O-ramnosideo

6 574 573 531;421; 301 Galato de mangiferina

7 844 843 403, 331, 301 Mangiferina (dimero [2M — H]-)

8 436 435 315 Homomangiferina

9 422 421 403, 331, 301, 259 Mangiferina

10 542 541 403, 283 Foliamangiferosideo A2

M/M= peso molecular; [M-H]- m/z = ion molecular

Tabela 3: Compostos tentativamente identificados no extrato hidroalcoolico de geopropolis

de Melipona fasciculata (EPG2) por CL-UV-ESI-EM/EM.

Pico MM
1 490
574
422
436
542
794

AN AW

[M-H] m/z
489
573
843
435
541
793

Principais ions EM? (m/z)
443,421, 323, 301

531; 421: 301

403, 331, 301

315

403, 283

775,707, 639, 571, 503, 485,
453

Composto identificado
Derivado de mangiferina

Galato de mangiferina
Mangiferina (dimero [2M — H]-)
Homomangiferina
Foliamangiferosideo A2
Desconhecido

M/M= peso molecular; [M-H]- m/z = ion molecular
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Tabela 4: Compostos tentativamente identificados no extrato hidroalcoolico de

geopropolis de Melipona fasciculata (EPG3) por CL-UV-ESI-EM/EM.

Pico MM [M-H]'m/z  Principais ions EM? (m/z) Composto identificado

1 480 479 421, 283 Derivado de mangiferina

2 422 421 403, 331, 301 Mangiferina

3 504 503 435 Desconhecido

4 542 541 403, 283 Foliamangiferosideo A2

5 844 843 775,707, 639, 571, 503 Desconhecido

6 940 939 895, 877, 808, 745 Desconhecido PENTA  GALOIL
(TANINOS)

7 899 898 836, 767, 704 Desconhecido

M/M= peso molecular; [M-H]" m/z = ion molecular

Tabela 5: Compostos tentativamente identificados no extrato hidroalcoolico de
geopropolis de Melipona fasciculata (EPG4) por CL-UV-ESI-EM/EM.
Pico MM [M-H]m/z  Principais ions EM? (m/z) Composto identificado

1 422 421 403, 331, 301 Mangiferina

2 844 843 775,707, 639, 571, 503, 485, Desconhecido
453

3 940 939 877, 808, 745 Desconhecido

4 975 974 939, 907, 767 Desconhecido

M/M= peso molecular; [M-H]" m/z = ion molecular

Nesse estudo a analise dos extratos hidroalcoolicos de geopropolis pela técnica de CL-
ESI-EM/EM revelou a presenga de varios compostos, que foram tentativamente caracterizados
como acido quinico, derivados de benzofenonas, flavonoides O-glicosilados e xantonas.

No extrato EGP1 foram identificados 10 compostos. O composto 1, apresentou [M —
H]- em 191 m/z e fragmentacao em 173 e 85 m/z, equivale ao acido quinico (Catarino et al.,
2015; Abu-Reidah et al., 2015). O composto 2 exibe [M — H]- em 575 m/z com uma perda de
272 Da, resultando em um pico base em 303 m/z. A perda de 272 Da ([M — H — 120 — 152])
indicou a presenca de uma galoil benzofenona, identificada como Maclurina mono-O-galoil-
glicosideo como descrito por Berardini et al. (2004) e Barreto et al. (2008).

O composto 3 mostrou [M — H]- em 407 m/z, ¢ pico base em 287 m/z, causada pela
perda de fragmentos de 120 Da do agtcar foi identificado como iriflofenona-3-C-glicosideo,
como benzofenona com base em dados da literatura (Barreto et al., 2008; Beelders et al., 2014).

O composto 4 apresentou [M — H]- em 559 m/z, com fragmentos em 407 e 317, 287,

245 m/z. Os fragmentos em 407 m/z corresponde a perda de galoil (M — H — 152 Da). Os ions
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em 317 e 287 m/z representam a perda de 90 e 120 Da da porg¢ao glicosidica. O que levou a
tentativa de identificagdo como iriflofenona mono-O-galoilglicosideo (Barreto et al., 2008;
Zhang et al., 2013).

O composto 5 mostrou [M — H]- em 463 m/z, produzindo fragmento de 317 m/z
(miricetina), tratando-se de um flavonoide O-glicosilado sendo tentativamente identificado
como miricetina-3-O-ramnosideo (Simirgiotis et al., 2013).

Composto 6, exibiu [M - H] em m/z 573, a fragmentag¢ao resultou na perda de 152 Da,
indicativo da presenga do grupo galoil. O que sugere a sua identificagdo como galato de
mangiferina (Schieber et al., 2003; Berardini et al., 2004).

O composto 7 foi detectado no tempo de retengao de 17 minutos com a formagao de um
dimero de mangiferina ([2M — H]-), com 843 m/z, correspondendo a duas moléculas de
mangiferina (421 m/z) (Barreto et al., 2008).

O padriao de fragmentagdo do composto 8 ¢ muito semelhante ao da mangiferina, e
indicou a presenca de um grupo metil extra, logo este composto foi tentativamente identificado
como homomangiferina, mas a localizagdo exata do grupo metil requer elucidagao por
Ressonancia Magnética Nuclear (Barreto et al., 2008).

A analise do composto 9 apresentou [M — H]- em 421 m/z e um padrao de fragmentacao

de C-glicosideo com 301 m/z (M 71 H - 120 Da) e 331 m/z 90 Da), o que sugere ser
(MOH-

a xantona mangiferina (Beelders et al., 2014).

O composto 10, com [M — H]- 541 m/z, apresentou a presenca do grupo p-
hidroxibenzoil (perda de 120 e 138 Da), sendo tentativamente identificado como
foliamangiferosideo A2 (Zhang et al., 2013).

A andlise dos extratos EGP2, EGP3 e EGP4 resultou na identificacdo de mangiferina e
derivados. A andlise por CLAE/EM/EM permitiu a identifica¢do de inimeras substancias, que
foram similares entre as amostras. Mangiferina esteve presente em todas os extratos. Em

mangueira ¢ uma xantona, um dos constituintes fendlicos majoritarios, em espécies do género
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Mangifera: M. zeylanica (Richardson, 1983), M. persiciformis (Nong et al., 2005), M. odorata
(Li et al., 2007a) tanto nas folhas, na casca do caule, nos frutos e raizes (Richardson, 1983). A
mangiferina demonstra atividades farmacoldgicas como Neuroprotetora (Amazzal et al.,2007;
Gottlieb et al., 2006), Cardioprotetora (Nair & Shyamala, 2006; Prabhu et al., 2006),
Hepatoprotetora (Sanchez et al., 2000), Anticancer (Jagetia & Venkatasubbaiah, 2006; Jagetia
& Baliga, 2005), Antioxidante (Leiro et al., 2003; Stoilova et al., 2008; Andreu et al., 2005),
Antiinflamatoria e imunomoduladora (Leiro et al., 2004; Sarkar et al., 2004; Leiro et al.,2003;
Muruganandan et al., 2005), antidiabética e antiobesidade (Huang et al., 2006; Li et al., 2004;
Ichiki et al., 2007), gastroprotetora (Carvalho et al., 2007), antineuraminidase (Li et al., 2007a),
nefroprotetora (Muruganandan et al., 2002), analgésica (Dar et al., 2005), antiosteopose (Qin et
al., 2008), antidiarreica (Perrucci et al., 2006), anti-herpes (Zheng & Lu, 1990), anti-HIV (Guha
et al., 1996), antihelmintica e antialérgica (Garcia et al., 2003).

Segundo Freitas et al. (2008), a composi¢ao quimica da propolis de abelhas sem ferrdo
varia com a localizacao das espécies de abelhas, e também com a disponibilidade da flora como
fator mais importante para sua composi¢ao. Logo, ¢ importante ressaltar que a diversidade de
compostos observados corrobora com dados da literatura (Mardstica Jr. et al., 2008; Cueto et
al., 2011; Morlock et al., 2014). Os compostos identificados sdo descritos como importantes na
defesa ao dano oxidativo de moléculas biologicas e com capacidade para o tratamento de

patologias (Tao et al., 2014).

CONCLUSOES:

A analise dos graos de pdlen e outros elementos que ocorrem na propolis e geopropolis
sdo uteis aos interesses comerciais e académicos, pois € possivel identificar a regido
fitogeografica onde estes produtos foram elaborados. O conhecimento da composi¢do quimica
da geopropolis aliada a analise palinoldgica contribuem para estabelecer dados de identidade,

controle de qualidade e padronizacdo do produto. As geopropolis de M. fasciculata analisados
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mostraram conter variedade de derivados compostos polifendlicos, como flavonoides,
benzofenonas e xantonas, indicando uma correlagdo quimica com as espécies botanicas

identificadas no polén.
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CONSIDERACOES FINAIS:

Os resultados apresentados nesta tese no capitulo 1 em relagdo as possiveis plantas
fornecedoras de resina para a geopropolis de abelhas sem ferrdo no Estado do Maranhdo
reconhecidas através dos tipos polinicos das amostras aqui analisadas, destacam-se as
seguintes: Tipo Ardisia (Myrsinaceae), Hyptis (Lamiaceae), Vismia (Hypericaceae), Caryocar
(Caryocaraceae), Myrcia/Psidium (Myrtaceae), Eupatorium (Asteraceae), Eucalyptus
(Myrtaceae), Protium (Burseraceae), Baccharis (Asterceae), Anacardium, Tapirira, Spondias
(Anacardiaceae),Clusia, Clusia grandiflora, Symphonia globulifera e Platonia insignis
(Clusiaceae). As andlises quantitativas e qualitativas dos tipos polinicos encontrados nas
amostras de geopropolis de M. fasciculata, M. flavolineata, M. seminigra e Melipona subnitida,
permitiram caracterizar geograficamente as amostras associado ao conhecimento sobre a flora
local. Além disso, forneceram subsidios para se estudar as possiveis espécies vegetais
fornecedoras de resina para essas espécies de abelhas em ecossistema de floresta amazodnica,
ampliando os conhecimentos cientificos sobre a geoprépolis do Brasil.

No capitulo 2 nossos dados indicam que a geopropolis de M. fasciculata analisados
mostrou uma variedade de compostos fenolicos, em comparagdo com as diversas fungdes
descritas na literatura para estes compostos, indicando que hd um grande potencial
farmacologico nessa matéria-prima, o que fornecem mais evidéncias de que a geopréopolis €
uma rica fonte de compostos bioativos com potencial para a saude.

No capitulo 3 as amostras analisadas de geopropolis apresentaram valores de polifenois
semelhantes aos de propolis de Apis mellifera, demonstrando a potencialidade do produto. Os
teores de fenois e flavonoides dos extratos hidroalcodlicos de Melipona fasciculata, M.
flavolineata, M. seminigra e M subnitida, permitiu demonstrar a caracterizagdo quimica do
produto, base para estabelecer um perfil de garantia de qualidade para o mesmo. Os dados
obtidos neste estudo ressaltam a importancia do controle de qualidade e contribuem para a
caracterizacdo da geopropolis na regido da Amazonia Maranhense. Dessa forma o estudo
palinologico da geopropolis auxilia na correlacdo dos resultados com outras ferramentas

analiticas como, por exemplo, a fisico-quimica.
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