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POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO MEL DE ABELHAS SEM FERRAO Scaptotrigona
depilis (Moure, 1942) DA REGIAO SUL DO CERRADO

Bruna Casagrande Amorin da Silva®

Edson Lucas dos Santos?

RESUMO

O mel é um alimento agucarado, viscoso e aromatico resultante da transformacao fisica e quimica
do néctar das flores coletado pelas abelhas. O mel é o produto da colmeia mais explorado e
comercializado, principalmente o produzido por espécies Apis mellifera. Porém, cresce a cada dia
0 interesse pelo mel de abelhas sem ferrdo, também denominadas meliponineos. A composicéo e
atividades bioldgicas dos méis destas abelhas ainda sdo pouco estudadas e conhecidas pela
ciéncia, embora estes sejam utilizados ha muito tempo em comunidades indigenas e rurais na
alimentacdo e para fins medicinais. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi quantificar os
compostos fenolicos e avaliar a atividade antioxidante do mel da abelha sem ferrdo Scaptotrigona
depilis encontrada na regido sul do Cerrado. Os compostos fendlicos presentes neste mel foram
quantificados através de métodos colorimétricos. A atividade antioxidante foi avaliada pela
captura do radical livre DPPH e a inibicdo da peroxidacdo lipidica induzida pelo agente oxidante
AAPH. Foi verificada a presenga de compostos fendlicos no mel de S. depilis e também atividade
antioxidante nos ensaios in vitro, sendo capaz de capturar o radical livre DPPH e inibir a
peroxidacdo lipidica em eritrocitos humanos. Porém, outros estudos precisam ser realizados para
avaliar esta e outras atividades biolégicas do mel de meliponineos, incentivando assim, o
consumo destes méis, a pratica da meliponicultura e preservacdo das espécies de abelhas sem
ferrdo.

PALAVRAS-CHAVE: Meliponineos, abelha canudo, preservacdo, estresse oxidativo,

peroxidacao lipidica.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado é um dos biomas mais ricos do Brasil, porém ha anos vem sofrendo com o
desmatamento e consequentemente com a diminuicdo de sua biodiversidade (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2015). Grande parte de sua fauna é constituida por insetos, dos quais
aproximadamente 35% sdo abelhas, responsaveis pela polinizacdo de flores e pela producdo de
prépolis, cera e mel, sendo este Gltimo, o produto mais conhecido da colmeia (SILVA et al.,
2006; AGUIAR et al., 2007).

O mel é resultante da transformacdo fisica e quimica do néctar de flores (MARQUES,
1989). Suas caracteristicas fisico-quimicas, como coloragdo, aroma, sabor, viscosidade,
guantidade de acucares redutores, proteinas, compostos fenolicos, entre outras substancias
presentes na sua composicdo e consequentemente suas atividades bioldgicas, dependem
diretamente da planta de onde o néctar foi retirado, bem como a espécie da abelha (MARQUES,
1989; TRUCHADO et al., 2001; PEREIRA et al., 2003; SILVA et al., 2006; LIRA et al., 2014).

Este produto é utilizado ha milhares de anos, ndo s6 como alimento, mas também no
tratamento de enfermidades, na fabricacdo de bebidas, na composicdo de alimentos, em rituais
religiosos, entre outras aplicacdes (GUIMARAES, 1989). Na medicina popular é utilizado no
tratamento de gripes e resfriados, seja na forma de chés, xaropes, ou in natura; e ainda como
cicatrizante (SILVA et al., 2006).

Apesar do mel fabricado pela espécie Apis mellifera ser o mais conhecido, utilizado e
estudado, € crescente o interesse pelo mel das abelhas sem ferrdo, denominadas meliponineos,
devido ao seu valor comercial e propriedades terapéuticas (SOUZA et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2013). Dentre as abelhas sem ferrdo, as mais populares sdo as abelhas Melipona
quadrifasciata (mandacaia), Tetragonisca angustula Latreielle e Tetragonisca fiebrigi (jatai),
Plebeia sp. (mirim) e Scaptotrigona sp. (canudo) (OLIVEIRA et al., 2013).

Os meliponineos sdo amplamente encontrados por todo o Brasil, e tém um papel
importante na manutencdo dos ecossistemas do pais (PEDRO, 2014). Além disto, o mel destas
espécies sdo muito utilizados em zonas rurais e indigenas tanto na alimentacéo, quanto para fins
medicinais (BOBANY et al., 2010). A espécie S. depilis, a qual pode ser encontrada na regiao
centro-sul do Brasil e em alguns outros paises do continente americano (PEDRO, 2014), fabrica

um mel escuro, saboroso e aromatico, porém pouco estudado a respeito de suas caracteristicas



fisico-quimicas (OLIVEIRA et al., 2013) e suas atividades bioldgicas; fato lamentavel, visto que
tais estudos poderiam despertar o interesse comercial deste mel, bem como a criagcdo desta
espécie de abelha.

Atualmente diferentes atividades do mel, tanto do mel de abelhas sem ferrdo, quando de
A. mellifera ja foram comprovadas cientificamente, como antimicrobiano (MIORIN et al., 2003;
BOBANY et al.,, 2010), cicatrizante (BOBANY et al., 2010), antioxidante (LIANDA, 2009;
OLIVEIRA et al.,, 2012; LIRA et al., 2014; SPILIOTI et al, 2014) e citotoxica (SPILIOTI et al,
2014). Nesta perspectiva, por possuir diferentes propriedades biologicas, além de ser considerado
um alimento saudavel, prébidtico e uma boa fonte de energia, 0 mel tem despertado interesse e
também na sua incorporacdo na alimentacdo de quem busca uma melhor qualidade de vida e
também no tratamento de doencas que envolvem o estresse oxidativo (SILVA et al, 2006).

O estresse oxidativo € o desequilibrio entre a producdo de compostos oxidantes e o
sistema de defesa antioxidante do organismo, o que resulta no acimulo intracelular de espécies
reativas (ER) (PEREIRA, 2010). Os compostos oxidantes podem ser gerados por fatores
enddgenos no processo de respiracdo celular e sistemas de defesa imunoldgicos; e exdgenos
como poluicdo, radiacdo, alimentagdo inadequada, drogas, entre outros fatores (BARBOSA et al.,
2010; MARTELLI e NUNES, 2014). Algumas doencas estdo associadas ao estresse oxidativo,
dentre elas destacam-se a aterosclerose, diabetes, obesidade, hipertensdo, doencas renais,
transtornos neurodegenerativos, cancer, além do envelhecimento precoce (ROBERTS e
SINDHU, 2009). Desta forma, € importante buscar meios de manter o sistema antioxidante em
equilibrio no organismo humano, prevenindo ou tratando danos causados por tais doencas.

Existem dois sistemas de defesa antioxidante: enzimatico e ndo enzimético, sendo o
segundo € constituido por alguns agentes enddgenos e principalmente por antioxidantes
dietéticos, como as vitaminas A, C e E; minerais como o selénio, zinco, cobre e magnésio; e
compostos fendlicos, com destaque para os flavonoides (BIANCHI e ANTUNES, 1999;
BARBOSA et al., 2010; NASSER et al., 2010). Os antioxidantes dietéticos se encontram
principalmente em frutas, legumes e verduras, no entanto, pesquisas apontam o mel como um
importante antioxidante, o qual demonstra potencial semelhante aos outros alimentos, uma vez
gue possui compostos fendlicos que atuam como varredores de radicais, além de varias enzimas
(GHELDOF et al., 2002; BLASA et al., 2007).
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O mel de abelhas sem ferrdo do sul do Cerrado ainda sdo pouco estudados, sendo
necessaria uma analise de sua composicao e das suas propriedades bioldgicas. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi quantificar compostos fendlicos e avaliar o potencial antioxidante do

mel de abelhas sem ferrdo S. depilis (Moure, 1942) encontradas na regido sul do Cerrado.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cerrado e abelhas sem ferrao

O Brasil € um pais rico em biodiversidade, com varios ecossistemas que concentram uma
enorme fauna e flora (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2015). Entre estes ecossistemas
estd o Cerrado, que é o segundo maior bioma brasileiro, e detém cerca de 5 % da biodiversidade
do planeta, porém é também um dos biomas mais ameacados do pais, devido ao desmatamento
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2015). A vegetagdo no Cerrado varia de acordo com
fatores climaticos, tipo de solo, relevo, entre outras caracteristicas ambientais, e reflete na
diversidade de sua fauna (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2015; AGUIAR et al., 2004).
Estima-se que cerca de 320.000 espécies de animais vivam no Cerrado (AGUIAR et al., 2004) e
destes, aproximadamente 90.000 sdo insetos, sendo que cerca de 35% s&o abelhas, as quais
desempenham um importante papel na polinizacdo das flores e producdo de mel entre outros
produtos da colmeia, como prépolis e cera (AGUIAR et al., 2007).

Praticamente todo o mel consumido e comercializado no mundo provém de Apis
mellifera. No entanto, nas regides tropicais e subtropicais existem cerca de 400 espécies de
abelhas que também podem produzir mel, chamadas de meliponineos ou abelhas sem ferréo,
assim chamadas por possuirem o ferrdo atrofiado e desta forma ndo serem capazes de ferroar
(OLIVEIRA etal., 2012).

No Brasil existem 244 espécies de meliponineos descritas e outras 89 formas ainda ndo
descritas, que se encontram distribuidos por todo o pais e sdo de grande importancia na
manuten¢do dos ecossistemas brasileiros (PEDRO, 2014). As mais espécies mais conhecidas séo:
Melipona quadrifasciata (mandagaia), Tetragonisca angustula Latreielle e Tetragonisca fiebrigi
(jatai), Plebeia sp. (mirim) e Scaptotrigona sp. (canudo) (OLIVEIRA et al., 2013).
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Apesar de existirem poucos estudos a respeito das caracteristicas fisico-quimicas que
possibilitam a comercializam dos méis produzidos pelas abelhas sem ferrdo (SOUZA et al., 2004)
e de suas propriedades terapéuticas, hd demanda crescente no mercado, devido ao seu valor
ecologico e comercial, chegando a ser superior a de A. mellifera, embora esta ultima seja mais
produtiva (OLIVEIRA et al., 2013).

Na regido sul do Cerrado, a apicultura é uma pratica bastante comum, especialmente entre
a populacéo rural. Embora esta seja uma regido onde grande parte da vegetacdo nativa deu lugar a
areas agricolas, urbanas e de pastagem (SILVA et al., 2010), sua fauna ainda ¢é bastante rica, e
abelhas sem ferrdo como Melipona orbigini, M. quadrifasciata, T. fiebrigi e S. depilis podem ser
encontradas, o que tem despertado interesse na pratica da meliponicultura e na realizacdo de

estudos sobre estas abelhas e seus produtos.

2.2. Scaptotrigona depilis (Moure, 1942) (Hymenoptera, Apidae, Meliponini)

Dentre as abelhas sem ferrdo citadas, neste estudo destacamos o género Scaptotrigona,
por ser um dos mais produtivos encontrados no Brasil (VENTURIERI, 2004). Existem 22
espécies de abelhas descritas do género Scaptotrigona, conhecidas popularmente como abelha
canudo, sendo que cerca de 10 ocorrem no Brasil (OLIVEIRA et al., 2013; PEDRO, 2014).

A espécie S. depilis é encontrada nos estados de Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Parana, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo (PEDRO, 2014). Esta abelha possui coldnias numerosas e
necessita de grande quantidade de alimento para manter a col6nia, sendo assim possui habito
generalista em resposta a diversidade de fontes florais disponiveis (FERREIRA et al., 2010). Os
autores ainda relatam que as fontes florais de pélen utilizadas por S. depilis no Mato Grosso do
Sul foram preferencialmente as familias Myrtaceae (Eucalyptus spp.) e Mimosaceae, devido a
disponibilidade na regido.

Em geral o mel da abelha canudo apresenta cor ambar escuro e € mais liquido que o mel
de A. mellifera, além de conter maior quantidade de compostos fendlicos (LIRA et al., 2014).

Akatsu (2009) constatou que a propolis de S. depilis tem atividade antimicrobiana contra
as bactérias Staphylococcus aureus e Salmonella bongori, e os fungos A. niger, Aspergillus sp., e

Paecilomyces variotti.
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Ja existem trabalhos sobre as caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e
microscopicas do mel de S. depilis (OLIVEIRA et al., 2013). No entanto, ndo ha estudos

especificos a respeito de suas propriedades terapéuticas.

2.3. Mel

O mel é uma substancia agucarada, viscosa e aromatica que resulta da transformacao
fisica e quimica do néctar das flores colhido pelas abelhas (MARQUES, 1989; PEREIRA, 2003).
A transformagcdo fisica se da através da desidratacdo do néctar por evaporacao e absorgao
no organismo das proprias abelhas (GUIMARAES, 1989). A transformagio quimica resulta da
acao de enzimas presente nas glandulas do inseto, como a invertase, a diastase (a. ¢ B amilase), a
glicose oxidase e a catalase (GUIMARAES, 1989; MARQUES, 1989; PEREIRA et al., 2003). A
invertase é responsavel pela transformacdo da sacarose do néctar em frutose e glicose, principais
constituintes do mel ap6s a maturagio (GUIMARAES, 1989). A glicose-oxidase é a principal
responsavel pela formacdo de compostos que conferem a atividade antibacteriana do mel, pois ao
reagir com a glicose forma acido glucénico e peréxido de hidrogénio (RACOWSKY et al., 2007).
A coloracédo, aroma, sabor, viscosidade e as propriedades medicinais de cada mel variam
conforme a espécie de plantas da qual se obtém o néctar (MARQUES, 1989; PEREIRA et al.,
2003). Outro fator de grande influéncia é a espécie de abelha e a presenca de diferentes
metabolitos secundarios nas plantas (TRUCHADO et al., 2001).

2.4. Composicdo e caracteristicas fisico-quimicas do mel de meliponineos vs. A. mellifera

Ao coletar o néctar das flores e levar a colmeia, 0 mel leva em torno de 4 a 5 dias para
maturar, a concentracdo de aclcar deve atingir 78° Brix e os favos devem estar operculados com
cera, sO entdo o mel esta pronto para coleta (PEREIRA et al., 2003). Neste momento a
composicdo do mel é basicamente carboidratos e dgua, porém uma grande variedade de outros
componentes em pequenas quantidades também aparece, como proteinas, minerais, vitaminas,
acidos e seus ésteres, cetonas e aldeidos e constituintes aromaticos, 0s quais podem variar
conforme a origem do néctar (GUIMARAES, 1989; MARQUES, 1989; BRASIL, 2000;
PEREIRA et al., 2003).



13

A quantidade de &4gua no mel é um dos fatores de maior importancia, pois influencia
diretamente na sua viscosidade, coloracdo, densidade, cristalizacdo, sabor, conservacdo e
umidade (GUIMARAES,1989; PEREIRA et al., 2003). A maior parte da agua esta ligada as
moléculas de acucar, dificultando o crescimento e desenvolvimento de micro-organismos, o que
confere a0 mel poder de conservacdo por longos periodos (PEREIRA et al., 2003;
GONGALVES, 2010). O mel de A. mellifera contém em média 17% de &gua, podendo conter no
maximo 20% (BRASIL 2000; PEREIRA, 2003), enquanto o mel de meliponineos possui maior
teor de umidade, normalmente entre 25 a 29 %, 0 que requer maior cuidado na manipulacao, pois
pode propiciar o desenvolvimento de alguns micro-organismos (SOUZA et al., 2004; LIRA et al.,
2014).

Lira et al. (2014) constataram que o mel de abelhas sem ferrdo é menos denso e doce e
mais acido, quando comparado ao mel de abelhas A. mellifera, além disso, o teor de agucares
redutores sdo semelhantes entre ambos, tendo média entre 50 e 65 %, aspecto que também é
influenciado pela origem do néctar.

Em relacdo a quantidade de proteinas, a variacdo também estd relacionada a flora e a
presenca de enzimas introduzidas pelas proprias abelhas (LIRA et al., 2014). Os méis das abelhas
sem ferrdo possuem um valor de proteinas consideravelmente maior em relacdo a A. mellifera, o
qual contém em média 34,23 mg de Albumina sérica bovina (ASB)/100 g, enquanto 0s meis de
Scaptotrigona sp. foi constatado em média 145,45 mgASB/100 g e Tetragonisca angustula
109,40 mgASB/100 g (LIRA et al., 2014).

Outros componentes importantes do mel sdo os compostos fenolicos, que estdo ligados as
atividades antioxidante, antimicrobiana e antitumoral (GIADA, 2006; BLASA 2007; LIANDA,
2009). Podemos encontrar desde baixas quantidades como 1,1 mg de equivalente a acido galico
(EAG)/100g (SPILIOTI et al., 2014) até mais de 200 mg EAG/100g de mel (OLIVEIRA et al.,
2012) tanto para méis de meliponineos quanto de A.mellifera.

A legislagdo brasileira padroniza apenas o mel de Apis mellifera para fins de
comercializacdo, ndo havendo uma legislacdo para os méis de abelhas sem ferrdo (OLIVEIRA et
al., 2013).

Vale ressaltar que as caracteristicas fisico-quimicas e a composicdo quimica dos meis sao

influenciadas por fatores como a especies de abelha, a regido onde foi coletado, e principalmente
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ao fato do néctar utilizado como matéria-prima ter origem em mais de 2500 tipos de flores de
plantas diferentes, fazendo com que nenhum mel seja igual ao outro (SILVA et al., 2006).

2.5. Aplicacgdes do mel

O mel é utilizado pelo homem desde as civilizagdes mais antigas como fonte de alimento
e também como recurso medicinal empregado no tratamento de feridas, queimaduras, além do
uso como antibiotico, antiulceroso, relaxante do sistema nervoso, entre outras aplicagdes (SILVA
et al., 2006).

Pesquisas e aplicacdes conhecidas relatam principalmente sobre o mel de A. mellifera, no
entanto sabe-se que o uso do mel de abelhas jatai (Tetragonisca angustula e Tetragonisca
fiebrigi), por exemplo, assim como de outras abelhas sem ferrdo € comum em terapias populares
para tratar gripes, resfriados, na cicatrizacdo de ferimentos, entre outros fins, principalmente nas
zonas rurais e indigenas (BOBANY et al., 2010).

O mel é um poderoso agente antimicrobiano devido a presenca de enzimas, pH &cido,
baixa atividade de &gua, o que desfavorece o crescimento de bactérias, entre outros fatores
(SILVA et al., 2006). O mel e a propolis de T. angustula e A. mellifera demostraram atividade
contra Staphylococcus aureus (MIORIN et al., 2003). Bobany et al. (2010) concluiram ap6s
experimento com cdes que o mel de abelha jatai (T. angustula) tem acdo antimicrobiana em
cultivo misto de bacilos, cocos e leveduras, encontrados em otites externas de cées.

Também foi relatado, através de testes in vitro, atividade anticancerigena em meéis
coletados na Grécia com diferentes origens nectariferas, os quais foram capazes de matar até 60%
das células cancerigenas (SPILIOTI et al., 2014).

Além disto, outros estudos demonstram que o mel tem capacidade antioxidante, a qual é
semelhante a de muitas frutas e legumes, uma vez que possuem compostos fenolicos, minerais e
vitaminas e outras substancias ligadas a esta atividade biologica (GHELDOF et al., 2002). Testes
in vitro comprovaram atividade antioxidante tanto em meis de A. mellifera quanto em méis de
meliponineos (OLIVEIRA et al., 2012; LIRA, et al., 2014; SPILIOTI et al., 2014).

As aplicacOes e atividades bioldgicas ja constatadas, além do fato de ser um alimento
saudavel, prébiotico e 6tima fonte de energia, tém despertado o interesse na incorporacdo do mel
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de abelha em varios produtos alimenticios, devido ao seu poder adocante e importancia
terapéutica (SILVA et al., 2006).

2.6. Estresse oxidativo

No processo de respiragdo celular, as mitocondrias utilizam o oxigénio para produzir
(ATP), através da cadeia transportadora de elétrons (MARTELLI e NUNES, 2014). Neste
processo ha formacdo de espécies reativas (ER), as quais, quando em altas concentracfes, podem
ser toxicas as células e resultar no estresse oxidativo (MARTELLI e NUNES, 2014; SILVA e
JASIULIONIS, 2014). Desta maneira, 0 estresse oxidativo é o desequilibrio entre a producédo de
compostos oxidantes e o sistema de defesa antioxidante, que resulta no acumulo intracelular de
ERs (PEREIRA, 2010).

As ER sdo &tomos, moléculas, ou ions derivados do oxigénio, que normalmente possuem
alta reatividade (MARTELLI e NUNES, 2014). Sao representados por trés classes: espécies
reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de enxofre (ERES) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs), podendo ainda ser divididas em dois grupos: os radicais livres, 0s quais
possuem um ou mais elétrons ndo pareados nos orbitais externos, e 0s compostos nao-radicais,
que sdo mais estaveis, pois ndo possuem elétrons livres, mas podem reagir com outras moléculas
(MAGDER, 2006; MARTELLI e NUNES, 2014). As principais € mais comuns EROs sdo o
anion superéxido (Oy), o peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (OH-) (SILVA e
JASIULIONIS, 2014).

ER, principalmente EROs, sdo necessarias em baixas concentracdes para o sinal de
transducdo em células normais, antes de serem eliminadas (SOSA et al., 2013). No organismo,
enzimas também contribuem para a producdo de O,-, como a NADPH oxidase (Nox), produzida
por células do sistema imunolégico (MAGDER, 2006).

Existe ainda a influencia de fatores externos, os quais podem induzir a processos
oxidativos, como polui¢do do ar, radiacdo UV, maus habitos alimentares, tabagismo, consumo
excessivo de bebidas alcoolicas, uso de drogas, excesso de exercicios fisicos, estresse
psicologico, entre outros fatores (BARBOSA et al., 2010; MARTELLI e NUNES, 2014; SILVA
e JASIULIONIS, 2014).
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O processo de estresse oxidativo leva a oxidagdo de importantes biomoléculas, como o
DNA, RNA, lipideos e proteinas, e como consequéncia a perda de suas fungdes bioldgicas e/ou
desequilibrio homeostatico, causando dano oxidativo contra células e tecidos. (BARBOSA et al.,
2010; SILVA e JASIULIONIS, 2014). Tal dano é causado principalmente pelo processo de
peroxidagdo lipidica na membrana celular, (MAGDER, 2006), o qual produz o dialdeido
malondialdeido (MDA), utilizado como parametro para se verificar a agdo de ER no organismo
(LIMA E ABDALLA, 2001; ANTUNES et al.,, 2008). O MDA tem efeito citotoxico e
genotoxico e € encontrado em niveis elevados em organismos com patologias ligadas ao estresse
oxidativo (STEGHENS et al., 2001; ANDRADE et al., 2005;).

O estresse oxidativo € um dos principais motivos do desencadeamento de doencas
humanas crbnicas ndo transmissiveis, entre elas a aterosclerose, diabetes tipo 2, obesidade,
hipertensdo, doencas renais, transtornos neurodegenerativos, cancer, além do envelhecimento
precoce (ROBERTS e SINDHU, 2009). Desta maneira, pesquisas tem se dedicado a busca por
compostos antioxidantes com potencial para prevencao e/ou tratamento destas patologias.

2.7. Sistema de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os danos causados
pela acdo das ER, através de diferentes mecanismos de a¢do: o sistema de prevencdo, que impede
a formacdo dos radicais livres ou espécies ndo-radicais; o sistema varredor, o qual impede que
estes atuem; e o sistema de reparo, que contribui para o reparo e a reconstituicdo das estruturas
bioldgicas lesadas (CLARKSON e THOMPSON, 2000; BARBOSA et al., 2010).

As células possuem dois sistemas de defesa contra os danos causados pelas ER, sendo um
sistema de defesa enzimatico e o outro ndo enzimatico (BARBOSA et al., 2010)

No sistema de defesa antioxidante enzimatico estdo as enzimas superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase, as quais estdo presentes no citoplasma em
concentragdes de milimolares e também na matriz mitocondrial (PEREIRA, 2010). Essas
enzimas agem por meio de mecanismos de prevengao, impedindo e/ou controlando a formagéo de
ER (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O sistema de defesa ndo enzimatico é constituido por agentes enddgenos e por

antioxidantes dietéticos (NASSER et al., 2010). Os estrégenos e outros horménios atuam como
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antioxidantes enddgenos, inibindo ou regulando a acdo de ER (ARAUJO, 2002; RENZ, 2003).
Os antioxidantes dietéticos se encontram principalmente em frutas, legumes e verduras, no qual
0S compostos que mais se destacam sao o acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol e f-
caroteno, precursores das vitaminas E e A, respectivamente; carotenoides como licopeno, luteina
e zeaxantina, minerais, principalmente zinco, cobre, selénio e magnésio; compostos fendlicos,
sendo os mais estudados o &cido caféico, o &cido galico e o &cido elagico (BIANCHI E
ANTUNES, 1999; RODRIGO et al., 2007).

E comprovado que a ingestdo regular de antioxidantes provenientes da dieta, como
flavonas e &cido ascorbico, advindo do suco de laranja, aumentam a protecdo contra o efeito
oxidante no sangue de seus consumidores habituais (NASSER et al., 2010).

Como o mel possui substancias com efeito antioxidante como compostos fendlicos,
enzimas, vitaminas e minerais, este tem despertado ao interesse de estudos a respeito de sua
capacidade de proteger as células do efeito oxidante (BRASIL, 2000; PEREIRA et al., 2003;
SILVA et al., 2006; RODRIGO et al., 2007).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras de mel de Scaptotrigona depilis

As amostras do mel foram coletadas no municipio de Dourados — MS — Brasil. Este foi
armazenado em tubos estéreis a — 20° C. As solucdes do mel foram preparadas no momento da

realizacdo de cada experimento a partir da adicdo de agua ultrapura ou solucdo salina 0,9%.

3.2. Determinacao do contetdo de compostos fendlicos

A concentracdo de compostos fendlicos presentes no mel foi determinada de acordo com
0 método colorimétrico Folin-Ciocalteau (Meda et al., 2005). Para esta finalidade, 5 g de mel de
S. depilis foram misturados com 50 mL de &gua ultrapura, resultando na concentracdo de 100
mg/mL. Posteriormente foi acrescentado 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de
carbonato de sodio 14% (Na,COs3), sendo incubados com 500 pL da solucdo de mel A
absorbéancia foi lida a 760 nm apds incubacdo de 2 h a temperatura ambiente no escuro. O acido
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gélico (0,4-11 pg/mL) foi utilizado como padréo para produzir uma curva de calibracdo. A média
de trés leituras foi utilizada para determinar o contetido de compostos fenélicos, que foi expresso
em mg equivalentes de &cido galico por 100 g de mel (EAG/1009).

3.3. Determinagéo do contetdo de flavonoides

O conteudo de flavonoides do mel de S. depilis foi determinado de acordo com o método
descrito por Liberio et al. (2011), com algumas modificacdes. Para esta finalidade, 5 g de mel de
S. depilis foram misturados com 50 mL de &gua ultrapura, resultando na concentracdo de 100
mg/mL. Posteriormente foi adicionado 4,5 mL uma solucéo de Cloreto de Aluminio (AICl3) 2%
hexahidrato em metanol, sendo incubados com 500 pL da solucdo de mel. A absorbancia foi lida
a 415 nm ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente no escuro. A quercetina (0,4-11
pg/mL) foi usada como um padrdo para produzir uma curva de calibracdo. A media de trés
leituras foi utilizada para determinar o conteudo de flavonoides, o qual foi expresso em mg
equivalentes de quercetina por 100 g de mel (mgEQ/100g).

3.4. Avaliagéo da atividade antioxidante

3.4.1. Captura do radical livre DPPH

A atividade antioxidante foi inicialmente determinada pelo ensaio de DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil), tal como descrito por Gupta e Gupta (2011), com algumas modificagdes. O mel
foi diluido através da adicdo 3 g de mel para de 1,5 mL de agua ultrapura, para se obter a
concentracdo inicial de 2000 mg/mL. O ensaio consiste na mistura de 1,8 mL de solucdo de
DPPH (0,11 mM) em etanol 80% com 200 pL de diferentes concentracGes do mel (25 — 200
mg/mL) seguido de homogeneizagdo. Ap6s 30 min de incubacdo a temperatura ambiente e no
escuro, a quantificacdo do radical DPPH foi mensurada em espectrofotdmetro a 517 nm. O &cido
ascorbico foi utilizado como antioxidante de referéncia. Foram realizados trés experimentos
independentes em duplicata. A solugdo de DPPH, sem qualquer antioxidante, foi utilizada como

controle. A porcentagem de inibicao foi calculada a partir do controle com a seguinte equag&o:
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|nibiQéO dO DPPH (%) = (1‘ AbSamostra / AbScontro|e) X 100

3.4.2. Preparacao da suspenséo de eritrocitos

Foi coletado o sangue de doadores saudaveis, em seguida colocado em tubos com citrato
de sodio (Na3CsHsO7), os quais foram centrifugados, retirado o plasma, lavado 3 vezes com
solugéo salina (NaCl) 0,9%, e centrifugado a 2000 rpm. Ao final, foi preparada uma suspenséo de
eritrocitos a 10% em NaCl 0,9%.

3.4.3. Ensaio de inibicdo da hemdlise oxidativa

Uma suspensdo de eritrocitos a 10% foi utilizada para verificar o efeito protetor do mel contra a
hemolise oxidativa. O ensaio foi conduzido de acordo com o método descrito por Campos et al.
(2014), com algumas modificacfes. Para isso 3 g de mel foram diluidos em 10 mL de NaCl 0,9%,
obtendo-se a concentracdo inicial de 300 mg/mL. 0,1 mg de &cido ascorbico, utilizado como
antioxidante padréo, foram diluidos em 1 mL de NaCl 0,9%, obtendo-se a concentracdo inicial de
100 pg/mL. Os eritrcitos foram pré-incubados a 37° C por 30 min na presenca das diferentes
concentragfes de mel (10 — 75 mg/mL) ou &cido ascérbico (10 — 75 pg/mL) utilizado como
controle. Apos este periodo, 500 pL de 2,2-Azo-bis-(2-amidinopropano) (AAPH) 50 mM foi
adicionada. Essa mistura foi incubada a 37 ° C por 4 horas com agitacdo periddica. Eritrocitos
com AAPH foram utilizados como controle. A hemdlise oxidativa foi determinada por
espectrofotometria ap6s a incubacdo das amostras por 120, 180 e 240 min. As amostras foram
centrifugada a 2000 rpm por 5 min, logo apds foram pipetados 200 pL do sobrenadante e
adicionados em cubetas com 1800 pl de NaCl 0,9%. A absorbéancia foi lida a 540 nm. Quatro
experimentos independentes foram realizados em duplicata. A porcentagem de hemodlise
oxidativa foi mensurada com a seguinte formula, onde (A) é a absorbancia das amostras e (B) é o

total de hemolise

% Inibicdo da hemolise oxidativa= A/B x 100

3.4.4. Concentracdo de malondialdeido
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Uma suspensdo de eritrécitos & 10% foi utilizada para verificar o efeito protetor do mel
contra a peroxidacdo lipidica, através da dosagem da concentracdo de malondialdeido (MDA). O
mel e o0 &cido ascorbico foram diluidos em NaCl 0,9% tal como no método de Ensaio de Inibicao
da hemolise oxidativa. Os eritrocitos foram pré-incubados a 37 ° C por 30 min na presenca das
diferentes concentraces de mel (10 — 75 mg/mL) ou éacido ascorbico (10 — 75 pg/mL), utilizado
como controle. Posteriormente uma solugcdo de AAPH 50 mM foi adicionada, e essa mistura foi
incubada a 37 °C por 4 horas com agitacdo periodica. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 2000 rpm por 5 min, e uma aliquota de 500 pL do sobrenadante foi misturada a
1000 pL de &cido tiobarbitarico (TBA)10 nM. Como controle padrdo, 500 pL de solucdo de
(MDA) 20 uM foram adicionados a 1000 pL de TBA. As amostras foram incubadas a 96 °C por
45 min. Em seguida foram resfriadas por 15 min, adicionados 4 mL de alcool butilico e entdo as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. 2 mL do sobrenadante foi transferido para
cubetas e a absorbéncia lida a 532 nm. Foram realizados trés experimentos independentes em
duplicatas. Os niveis de MDA nas amostras foram expressos em nmol/mL, através da seguinte

férmula:

MDA = Absorbancia da amostra x (20 x 220,31 / média da absorbancia padrdo MDA)

3.4.5. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados com a média dos experimentos realizados, avaliados

por ANOVA atraveés do teste de Dunnett com significancia estatistica (p < 0.05).

4. RESULTADOS

4.1. Compostos fenolicos e flavonoides

A gquantidade de compostos fendlicos e flavonoides encontrada no mel de S. depilis foi de
0,33 ugGAE/g e 0,073 pugQE/g, respectivamente.

4.2. Avaliacdo da atividade antioxidante
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4.2.1. Sequestro de radicais livres DPPH

A concentracdo necessaria de mel de S. depilis para inibir 50% do radical livre DPPH foi
de 163,4 + 73,1 mg/mL. O mel se mostrou capaz de capturar 59,8 + 2,9 % dos radicais na
concentracdo de 200 mg/mL (Fig. 1).
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Fig. 1. Porcentagem de captura do radical livre DPPH em diferentes concentragdes de acido ascorbico e mel de S.
depilis.

4.2.2. Ensaio de inibicdo da hemdlise oxidativa

O mel de S. depilis foi avaliado pela sua capacidade em proteger eritrécitos da hemolise
oxidativa induzida pelo agente oxidante AAPH. Este foi capaz de proteger ao longo de todo o
periodo experimental, seu desempenho foi tempo-dependente, sendo capaz de inibir 80,5% da
hemolise na concentracdo de 75 mg/mL por até 240 min (Fig. 2). O &cido ascorbico, utilizado
como antioxidante padrdo, inibiu 67 e 74 % da hemolise oxidativa nas concentra¢des de 50 e 75
pug/mL, respectivamente, por até 240 min (Fig. 2). Quando incubados somente com mel de S.

depilis os eritrdcitos nao sofreram hemolise em nenhuma das concentrac@es ou tempos (Fig. 3).
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Fig. 2. Efeito das diferentes concentracdes de &cido ascorbico (antioxidante padrdo) e do mel de S. depilis sob a
hemdlise oxidativa em eritrécitos humanos induzida por AAPH apds (A) 120, (B) 180, e (C) 240 min de incubagdo
dos grupos. Os valores foram expressos de acordo com a média de quatro experimentos independentes em duplicata.

*Significancia estatistica dos resultados (p < 0.05) quando comparado aos grupos tratados com os eritrcitos que
receberam apenas AAPH (controle) em seus respectivos tempos.
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Fig. 3. Efeito da incubacao de eritrdcitos com diferentes concentragdes de mel de S. depilis apos (A) 120, (B) 180, e
(C) 240 min. Os valores foram expressos de acordo com a média de quatro experimentos independentes em
duplicata. Todos os resultados ndo foram significativos em teste de significancia estatistica (p < 0.05) quando
comparado ao grupo controle contendo eritrocitos e NaCl 0,9%, em seus respectivos tempos.

4.2.3. Concentracdo de malondialdeido

O mel de S. depilis foi avaliado quanto a sua eficiéncia na inibicdo da peroxidacéo
lipidica, induzida por AAPH, na membrana das hemacias, através da dosagem da concentragéo
de malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacéo lipidica que serve como parametro para
avaliacdo da acdo de espécies reativas no organismo. O mel foi capaz de reduzir 60 e 56% dos
niveis de MDA nas concentracdes de 50 e 75 mg/mL, respectivamente, durante 240 min (Fig. 4).
O acido ascorbico reduziu aproximadamente 64 e 89,9 % dos niveis de MDA, nas concentragdes
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de 50 e 75 pg/mL, respectivamente, durante 180 min, perdendo atividade ao longo do
experimento (Fig. 4).
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Fig. 4. Concentragdo de MDA encontrada em grupos de eritrdcitos induzidos a peroxidagdo lipidica por AAPH e
tratados com diferentes concentrag¢des de acido ascorbico (antioxidante padrdo) e mel de S. depilis, apds (A) 120, (B)
180, e (C) 240 min de incubacdo. Os valores foram expressos de acordo com a média de trés experimentos
independentes em duplicata. *Significancia estatistica dos resultados (p<0.05) quando comparado os grupos tratados
com os eritrécitos que receberam apenas AAPH (controle) em seus respectivos tempos.

5. DISCUSSAO

O mel é um alimento complexo, de alto valor energético, e que possui diversas atividades
bioldgicas, entre elas antioxidante e antimicrobiana (SILVA et al., 2006). A grande maioria dos
estudos, bem como o consumo e comercializagdo, detém-se ao mel de Apis mellifera, porém em

zonas rurais e comunidades indigenas é comum o uso de mel e outros produtos de abelhas sem
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ferrdo nativas do local. Entretanto, estes produtos sdo pouco estudados e ndo possuem normas
para padréo de qualidade (SOUZA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013).

Este estudo descreve pela primeira vez as propriedades antioxidantes do mel da abelha
sem ferrdo S. depilis. Apesar do contetdo fendlico constatado ser menor que o constatado na
literatura (BLASA et al., 2007; LIRA et al., 2014; SPILIOTI et al., 2014; WABAIDUR et al.,
2015), o mel apresentou atividade antioxidante em testes in vitro.

Em ensaio de captura direta de radical livre, 0 mel de S. depilis demonstrou ser eficiente
em capturar o radical DPPH. Resultado similar foi obtido por Silva et al. (2014), em estudo
realizado com o mel de abelha sem ferrdo Melipona subnitida, sob a forma natural e
desumidificada, provenientes do nordeste brasileiro.

O mel de S. depilis foi eficiente em proteger hemacias humanas contra a peroxidacéo
lipidica da membrana induzida pelo agente oxidativo AAPH, ndo tendo grande perda de
eficiéncia ao longo do tempo, o que indica que seu efeito protetor ndo é apenas a curto prazo.
Blasa et al. (2007), analisaram a atividade antioxidante da fracdo aquosa e etérea de méis
multiflorais da Italia, constatando que ambas as fases tem atividade antioxidante, porém a fase
aquosa € mais eficaz em inibir a acdo dos radicais peroxil gerados pelo AAPH, e a fase etérea é
mais eficiente na protecdo contra a hemdlise oxidativa e a peroxidacéo lipidica.

Os compostos fendlicos sdo apontados como principais responsaveis pela atividade
antioxidante do mel, porém, enzimas, minerais, vitaminas e varias substancias organicas
presentes no mel também atuam como agentes antioxidantes e em outras atividades biologicas
como a antimicrobiana (SILVA, 2006; OLIVEIRA et al., 2012; LIRA et al. 2014). Os méis de
meliponineos se destacam pelo conteudo de proteinas, o que se deve principalmente pela
quantidade de enzimas introduzidas pelas préprias abelhas (LIRA et al., 2014), sendo este
parametro uma das provaveis explicacdes para a atividade antioxidante encontrada no mel deste
estudo.

Uma vez que o mel de S. depilis possui compostos fendlicos, estes, juntamente com
outros componentes, podem ser uma das causas da atividade antioxidante encontrada neste
estudo, podendo vir a ser uma alternativa no tratamento e na prevencdo de doengas humanas
crbnicas nao transmissiveis desencadeadas pelo estresse oxidativo, entre elas a aterosclerose,
diabetes, obesidade, hipertensdo, doencas renais, transtornos neurodegenerativos, além do

envelhecimento precoce (ROBERTS E SINDHU, 2009). O mel é um alimento saudavel e que



26

pode proporcionar uma melhor qualidade de vida a quem o agregar em sua alimentacdo. Além
disto, tais dados podem estimular a pratica da meliponicultura e a preservacdo das espécies de

abelhas sem ferrao.

6. CONCLUSAO

Neste contexto, conclui-se que o mel de Scaptotrigona depilis, proveniente da regiao sul
do Cerrado, apresenta compostos fendlicos e flavonoides e estes, juntamente com outras
substancias, podem estar relacionados a atividade antioxidante do mesmo. O mel foi capaz de
inibir os radicais livres DPPH e a peroxidacdo lipidica induzida pelo agente oxidante AAPH em
eritrocitos humanos. Ainda sdo necessarios outros estudos para se conhecer melhor a composicéao

e as atividades biologicas do mel de S. depilis desta regido.
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POTENTIAL OF HONEY FROM STINGLESS BEES Scaptotrigona depilis (Moure,
1942) FROM SOUTH REGION OF CERRADO

ABSTRACT

Honey is a sugary, viscous and aromatic food resulting from physical and chemical processing of
flower nectar collected by bees. Honey is the product of the hive more exploited and marketed,
primarily produced by species Apis mellifera. However, grows every day the interest in honey
from stingless bees, also called meliponineos. The composition and biological activities of the
honeys of these bees are still little studied and known by science, although these are used for a
long time in rural and indigenous communities in food and medicinal purposes. Thus, the aim of
this study was to quantify the phenolic compounds and evaluating the antioxidant activity of
honey from stingless bee Scaptotrigona depilis finds in the southern region of the Cerrado. The
phenolic compounds present in honey were quantified by colorimetric methods. The antioxidant
activity was measured by capturing the free radical DPPH and inhibition of lipid peroxidation
induced by AAPH oxidizing agent. It was verified the presence of phenolic compounds in honey
of S. depilis and also antioxidant activity in in vitro assays, being able to DPPH free radical
scavenging and inhibit lipid peroxidation in human erythrocytes. However, other studies need to
be conducted to assess other biological activities of meliponineos honey, thereby encouraging the
consumption of these honeys, the practice of meliponiculture and stingless bees species
preservation.

KEY-WORDS: Meliponineos, canudo bee, oxidative stress, preservation, lipid peroxidation.
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