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A DEUS
Que me concedeu o Dom da vida,

Que est4 presente em todos 0s momentos,

Mostrando sempre o melhor caminho a seguir.

Aos meus Pais e [rméos,

Que sempre me incentivaram nesse caminho,

Sem jamais reclamarem da minha auséncia.

A minha esposa Luciana,
Companheira inseparavel, amiga de todas as horas,
Com quem compartilhei continuarei compartilhando

todos os momentos da minha vida,

DEDICO
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(..) Por isso, eu supliquei e a inteligéncia me foi dada. Invoquei, e o espirito da sabedoria veio
até mim. Eu a preferi aos cetros e tronos e, em comparagio com ela, considerei a rigueza como um
nada. Néo a comparei com a pedra mais preciosa, porque todo o ouro, ao lado dela, é como um
punhado de areia. E junto dela, a prata vale o mesmo que um punhado de barro.

Amei asabedoria mais do que a saside e a beleza, e resolvi té-la. como luz, porque o brilho dela
nunca se apaga. Com ela me vieram todos os bens, e em suas mdios existe rigueza incalculavel. Gozei
detodos esses bens, porque é a sabedoria que o traz, mas ew ignorava que fosse ela.a mée de todos eles.

Sem malicia, apmdzasaba:{ona, eagora a distribuo sem inveja nenbuma. Nio vou esconder
sua riqueza, porque ela é um tesouro inesgotdavel para os homens. Aqueles quea adquirem, atraem a
amizade de Deus, porque sdo recomendados pelo dom da instrugio dela.

Deus me conceda falar com propriedade e pensar de forma correspondente aos dons que me
foram dados, porque ele é o guia da sabedoria e o orientador dos sabios. Em seu poder estamos nds, as
nossas palavras, a nossa inteligéncia e as nossas habilidades. Ele me concedeu o conhecimento exato de
tudo o que existe, para eu compreender a estruturado mundo eapropriedade dos elementos, 0 comeo, 0
meio e o fim dos tempos, a alterndncia dos solsticios e as mudangas de estagdes, os ciclos do ano ea
posicio dos astros, a natureza dos animais e o instinto das feras, o poder dos espiritos e o raciocinio dos
homens, a variedade das plantas e a propriedade das raizes. Aprend: tudo o que estd oculto e tudo o

que se pode ver, porque a sabedoria, artifice de todas as coisas, foi quem me ensinoun.

(Sb 7, 7:21)
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RESUMO

A prépolis é uma resina de coloragdo e consisténcia variada coletada por abelhas da espécie
Apis mellifera de diversas partes da planta como brotos, botdes florais e exsudados
resinosos, sendo transportados para dentro da colmeia para ser utilizado como meio de
defesa e vem se destacando pelas suas propriedades terapéuticas, como atividade
antimicrobiana, antiinflamatéria, cicatrizante, anestésica, anticariogénica e anticancerigena.
Todos esses efeitos terapéuticos tém sido atribuidos aos diversos compostos polifendlicos
que compde a propolis coletadas pela Apis mellifera. O objetivo deste trabalho foi analisar
as amostras de propolis coletadas em diferentes localidades da regido sul do Brasil, na
intengdo de fazer um mapeamento das variedades de propolis encontradas nessa regido. As
116 amostras coletadas foram analisadas por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia (CCDAE) e espectrofotometria na regido UV-visivel. As amostras analisadas
apresentaram grande variagdo de composi¢do dependendo da regido onde foram coletadas.
Através da analise dos extratos etandlicos de propolis em CCDAE, utilizando
cromatoplacas RP-18F;s4-S e irradiadas com luz ultravioleta a 366 nm, pode-se agrupar as
amostras em 7 grupos distintos. Dentre as amostras classificadas, uma (RS3 e PR7)
apresentou alta atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans, enquanto uma outra
variedade apresentou maior atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. A
maioria das proépolis selecionada apresentou alta atividade antioxidante inibindo a oxidagao
da reagdo acoplada de P-caroteno e 4cido linol¢ico em torno de 90%. Nos testes de
atividade antiinflamatéria, onde foi testada a inibigdo da enzima hialuronidase pelos
extratos etandlicos de propolis, os valores de inibigdo enzimatica variam de 7,7% na
amostra que apresentou menor inibigdo e de 40% na amostra que apresentou maior
inibi¢do. Entre as amostras testadas quanto a atividade antitumoral, apenas a amostra RS5

apresentou resultado satisfatério contra diferentes tipos de células cancerosas.



SUMMARY

One hundred sixteen samples of propolis were collected from various locations in
the states of Rio Grande do Sul and Parana and analyzed by UV-spectrophotometer, RP-
HPTLC and RP-HPLC. The samples were classified in accordance with their patterns of
UV-absorption spectra and RP-HPTLC and it was found that all samples consisted of 7
kinds of propolis. Some biological properties were determined such as their antimicrobial,
antioxidant, antiinflammatory and antitumoral activities. Antimicrobial activities of all
groups of propolis were examined by using pathogenic Staphylococcus aureus and
Streptococcus mutans. Propolis from southeastern Brazil inhibits the growth of
Staphylococcus aureus, and RS3 and PR7 inhibit the growth of Streptococcus mutans. The
results of the antioxidant activity indicated that all groups of propolis showed more than
85% of antioxidant capacity, but RS5 showed less than 80%. In the case of
antiinflammatory activity, propolis of PR7 and PR9 demonstrated higher antiinflammatory
activity as compared with the other samples. Only one sample (RSS5) demonstrated

antitumoral activity.



1. INTRODUCAO

De um modo geral, os alimentos apresentam trés caracteristicas bésicas: 1) Manter a
vida do ser humano fornecendo os elementos nutricionais necessarios para o funcionamento
do organismo, como por exemplo os carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas e minerais,
2) conferir sabor, cor, aroma e propriedades reoldgicas (como a textura e viscosidade)
desejavels e 3) ajustar e modular, fisiologicamente, o organismo, buscando o equilibrio do
corpo humano de modo a promover a saide (ARAI, 1996). Até recentemente, os
profissionais da industria de alimentos apenas preocupavam-se com O0S aspectos
nutricionais e de melhoramento do sabor, da cor e das propriedades reoldgicas e fisico-
quimicas dos alimentos com o objetivo de torna-los mais atraentes aos consumidores.
Conseqglientemente, observou-se um aumento no consumo dos alimentos, promovido, em
boa parte, pelo melhoramento de suas propriedades sensoriais, principalmente com relagéo
ao sabor e a textura. Paralelamente, ganhou-se importéncia a terceira fungéo dos alimentos
uma vez que aliado aos problemas da vida moderna, surgiram iniimeros distirbios na satide
humana, tais como o estresse, a hipertens@o, a obesidade e os problemas cardiacos. Os
alimentos que apresentam componentes ou substancias que desempenham essa fun¢do no
organismo sdo denominados de alimentos funcionais. Desta maneira, alimentos funcionais
correspondem aos alimentos que apresentam componentes que ajustam e/ou modulam o
sistema fisiolégico do organismo humano, de modo a promover a saude e prevenir doengas,
bem como aumentar as propriedades nutricionais dos alimentos (HAUMANN, 1993,
PSCOZOLA, 1993; BYRNE, 1994; MATSUDA, 1994; TULEY, 1995; ARAI, 1996).

Por meio da utiliza¢io dos alimentos funcionais acredita-se ser possivel a prevengao
de inumeras doengas, como por exemplo, disturbios cardiovasculares, tumores € doengas
cronicas, levando o ser humano a ter uma vida mais saudavel.

Dentro deste contexto, os produtos apicolas vém despertando maior interesse dentro
da 4rea alimenticia. Produtos como mel, geléia real, pélen e propolis tém recebido atengdo
especial entre os pesquisadores e os consumidores. Dentre esses produtos, a propolis tem se
destacado, tanto pelas suas diversas propriedades terapéuticas tais como atividade
antimicrobiana, antiinflamatéria, cicatrizante, anestésica (GHISALBERTI, 1979),
anticariogénica (IKENO et al., 1991; PARK et al., 1998; KOO et al., 1999; KOO et al.,
2000a; KOO et al., 2000b; KOO et al., 2000c) antitumorais (SCHELLER et al., 1989;
FRENKEL et al., 1993; RAO et al., 1995), citotéxicas (GRUNDBERGER et al., 1988;

3



MATSUNO, 1995; MATSUNO et al., 1997a; MATSUNO et al., 1997b; BANSKOTA et
al., 1998; BANSKOTA et al., 2000) e antiviral (DEBIAGGI et al., 1990; SERKEDJIEVA
et al., 1992; AMOROS et al., 1992a; AMOROS et al., 1992b; AMOROS et al., 1994;
HARISH et al., 1997, KUIUMGIEV et al., 1999; VYNOGRAD et al., 2000) como pela
sua aplicabilidade nas industrias de alimentos e cosméticos, utilizada como ingrediente em
formula¢des de balas, chocolates, pasta de dente, xampus, creme para pele, entre outras
(ACKERMANN, 1991; MATSUDA, 1994).

Como defini¢do, a prépolis é uma resina produzida pelas abelhas, misturando-se
substancias coletadas de diferentes partes das plantas, como brotos, botSes florais e
exsudados resinosos, com as secrecdes produzidas em seu organismo, dando origem a um
material de coloracdo e consisténcia variada, utilizada para fechar pequenas frestas,
embalsamar insetos mortos no interior da colméia e proteger contra a invas@o de insetos e
microrganismos (GHISALBERTI, 1979). Historicamente, ha relatos da utilizagdo da
prépolis desde a época dos antigos egipcios que a utilizavam como um dos ingredientes
para embalsamar as mumias.

Atualmente, existem diversos trabalhos onde foi estudada a composigdo quimica da
propolis sendo verificado que esta pode conter de 50 a 60% de resina, 30 a 40% de cera, 5 a
10% de 6leos essenciais, 5% de polen, além de microelementos como aluminio, calcio,

estroncio, ferro, cobre, manganés e quantidades tragos de vitaminas By, By, Bg, C ¢ E

(GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995). Dentre as substancias biologicamente ativas
presentes na prépolis, os compostos fendlicos sdo os mais estudados. A maioria dos
compostos fendlicos identificados pertence a dois grandes grupos: 1) fenilpropandides
(4cidos hidroxicinidmicos, flavonéides; lignanas, entre outros) e 2) terpendides (mono,
sesqui, di e triterpendides), cuja composi¢do varia de acordo com a flora da regiao estudada
(GREENAWAY et al., 1990; GREENAWAY et al., 1991; BANKOVA et al., 1992b;
TOMAS-BARBERAN et al., 1993; PARK et al., 1997, BANKOVA et al., 1999), a
variedade da abelha rainha (KOO & PARK, 1997) e ainda, com a variagdo sazonal
(BANKOVA et al., 1998a; SFORCIN et al., 2000). Diversos trabalhos ja foram publicados
ressaltando as propriedades biolégicas desses compostos, principalmente, dos flavonéides
das prépolis européias, dos derivados do 4cido cindmico e dos terpenoides de propolis
brasileiras. Entre os derivados do 4cido cindmico um dos mais importantes e estudados tem

sido o 4cido 3,5-diprenil-hidroxicindmico (comercialmente conhecido como Artepillin C)



ao qual tem sido atribuido inumeras propriedades biolégicas, com maior énfase ao seu
potencial antimicrobiano (AGA et al., 1994) e a sua atividade antitumoral (MATSUNO ez
al., 1997a; KIMOTO et al., 1998). Um outro grupo de compostos identificados em prépolis
e que ja foi estudado devido a sua atividade citotéxica corresponde aos terpendides
(MATSUNO, 1995; MITAMURA et al., 1996; MATSUNO et al., 1997b; RUBIO et al.,
1999). Um terceiro composto bastante citado devido a sua grande versatilidade de atividade
biolégica é o conhecido como CAPE (éster fenetililico de acido caféico). Esse acido ja foi
descrito por apresentar propriedades antivirais (SU et al., 1994), antioxidantes (ILHAN et
al., 1999) e, principalmente, antitumorais (FRENKEL et al., 1993; CHEN et al., 1996; LEE
et al., 2000).

Varios outros trabalhos foram realizados com o intuito de identificar os compostos
existentes na propolis produzida em diferentes paises (CIZMARIK & MATEL, 1970;
BANKOVA et al., 1992a; GARCIA-VIGUERA et al., 1992; GARCIA-VIGUERA et al.,
1993; JOHNSON et al., 1994; BONHEVI & COLL, 1994; MARTOS et al., 1997
CHRISTOV et al., 1998; VALCIC et al., 1999; HEGAZI et al., 2000; VELIKOVA et al.,
2000) e no Brasil (MARCUCCI, 1995; BANKOVA et al., 1995; BANKOVA ez al., 1996a;
BANKOVA et al., 1996b; BOUDOUROVAKRASTEVA et al., 1997; MARCUCCI et al.,
1998; BANKOVA et al., 1998; NEGRI et al., 1998; MATSUNO et al., 1998; TAZAWA et
al., 1998; TAZAWA et al.,1999; HAYASHI et al, 1999; BANKOVA et al., 1999;
MARCUCCI et al., 2000; BANKOVA et al., 2000; NEGRI et al., 2000).

No entanto, poucos autores preocuparam-se em realizar um estudo com o intuito de
verificar a existéncia de diferentes tipos de propolis no Brasil. Um dos primeiros
pesquisadores a realizar esse tipo de trabalho foi KOO (1996) que coletou varias amostras
de prépolis nas capitais e cidades préximas nos Estados brasileiros onde a apicultura tem
sido praticada.

Desta forma, baseado nos resultados obtidos por KOO (1996) os Estados do Rio
Grande do Sul e do Paran4 foram escolhidos para o desenvolvimento de um estudo mais
detalhado dos tipos de prépolis produzidos nessas regides e para a determinag@o de

algumas propriedades bioldgicas associadas a essas propolis.



2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo a coleta de amostras de prépolis de diferentes
localidades dos Estados do Paran4 e do Rio Grande do Sul com a finalidade de classificar
este material de acordo com as suas caracteristicas fisico-quimicas. Uma vez classificadas,
as propolis foram testadas quanto as seguintes propriedades biolégicas: atividade
antimicrobiana, antiinflamatéria, antioxidante e anticancerigena.

Juntamente com as amostras da regido sul, foram analisadas algumas amostras de
prépolis coletadas na regido sudeste (Sao Paulo, Minas Gerais e Rio de J aneiro), uma vez
que as propolis produzidas nessa regifo, principalmente Minas Gerais e Sio Paulo, sdo as

mais utilizadas comercialmente e que a mais tempo vem sendo utilizada pela populacio.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e Preparo da Amostra

As amostras de propolis foram coletadas em diferentes localidades nos Estados do
Rio Grande do Sul e do Parana. As amostras de prépolis destes Estados foram escolhidas
para um estudo detalhado devido as caracteristicas biolégicas promissoras previamente
citadas por KOO (1996). As propolis coletadas nessas regides apresentaram caracteristicas
peculiares, justificando o interesse para a realizaciio de um estudo mais aprofundado.

O material foi coletado diretamente nos apiarios, raspando-se a prépolis produzida
nas fendas entre a parte inferior da tampa e a melgueira superior da colmeia. Apos a
raspagem, o material coletado foi acondicionado em sacos plasticos devidamente
etiquetados e armazenado em refrigerador (4°C) até o momento da sua utilizagao.

Antes do manuseio, as amostras foram examinadas criteriosamente para a retirada
de eventuais impurezas como pedacos de madeira, abelhas mortas € cera, com a finalidade

de se obter amostras de propolis mais puras.

3.2. Obtencio do Extrato Etandlico de Propolis (EEP)

Para a obtengdo do extrato etanélico de propolis (EEP), foram pesados 2 gramas de
prépolis desidratada em estufa a 60°C , previamente triturada em liquidificador e peneirada,

em tubos de centrifuga com tampa de rosca, onde foram adicionados 15 mL de uma solugdo

de 4lcool etilico a 80% e incubados sob agitagdo a 70°C por 30 minutos. Apos a incubagao,
a mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 5 minutos € 0 sobrenadante separado em tubos
de ensaio com tampa de rosca. O procedimento acima foi repetido por mais uma vez,
porém na segunda extragdo foram utilizados 10 mL de solugio de élcool etilico a 80%.
Apés a segunda centrifugagdo, os sobrenadantes foram misturado, obtendo-se o extrato

etanélico de prépolis (EEP).



3.3. Determinacido Qualitativa dos Compostos Fenolicos Presentes nos Extratos

Etanélicos de Prépolis

3.3.1. Espectrofotometria na Regido Ultravioleta-Visivel (UV-Scanning)

Com os extratos obtidos de acordo com o item 3.2 foram realizados os ensaios para
determinagdo do espectro de absor¢é@o na faixa de comprimento de onda entre 200 a 600 nm
(espectrofotdmetro Beckman DU-70). Para isso, uma aliquota de 25 pl do extrato etanolico
de prépolis foi diluida em 30 mL de alcool etilico 95% e submetida a leitura em
espectrofotdmetro para a obtengdo do espectro de absorgio nesse intervalo de comprimento
de onda. Para cada amostra foi verificada as faixas de comprimento de onda onde cada

extrato apresentou maior absorbancia.

3.3.2. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance em Fase Reversa dos

Extratos Etanolicos de Propolis

A metodologia utilizada para realizagao da cromatografia em camada delgada de
alta eficiéncia (CCDAE) foi baseada no trabalho publicado por PARK et al. (1995). Foram
utilizados cromatoplacas do tipo RP-18 Fs4-S (Merck Co.), onde foram aplicadas aliquotas
de 3 pl das amostras obtidas de acordo com o item 3.2. O sistema de solvente utilizado foi
composto de alcool etilico 95% : agua destilada (55:45, v/v) e o desenvolvimento do

cromatograma foi observado através de irradiag@o ultravioleta a 366 nm.

3.4. Determinacio Quantitativa dos Compostos Fendlicos Presentes no Extrato

Etanélico de Propolis

3.4.1. Determinacdo de Flavonéides Totais com Base em Quercetina

A determinagdo de flavondides totais com base em quercetina foi realizada de
acordo com a metodologia descrita no Boletim Informativo da Associagdo Japonesa de
Satde e Nutricdo (1994) e por PARK, et al. (1995). Em tubos de ensaio contendo aliquotas

de 0,5 mL do extrato etandlico de propolis preparado de acordo com o item 3.2,



previamente diluidas na propor¢ao de 1:10, foram adicionados 4,3 mL de alcool etilico
80%, sendo em seguida adicionados 0,1 mL de uma solugzo de nitrato de aluminio 10% e
0,1 mL de acetato de potassio na concentragdo de 1M. No tubo controle néo foi adicionado
o nitrato de aluminio colocando-se agua destilada em seu lugar. Ao final de 40 minutos de
reagiio, a absorbancia das amostras foi medida em espectrofotdmetro a 415 nm. A
concentracdo de flavondides totais foi determinada utilizando-se padronizagdo externa,

sendo a curva construida com diferentes concentragdes de quercetina.

3.4.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa dos Extratos

Etanolicos de Propolis

As analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos extratos
etandlicos de propolis foram realizadas utilizando-se cromatdgrafo liquido (Shimadzu
modelo LC-10) equipado com coluna de fase reversa C-18 ODS-A (4,6 x 250 mm) com
tamanho de particula de 5 pm e acoplado a um detector de arranjo de fotodiodo. A fase
mével utilizada foi agua:acido acético glacial (19:1 v/v) (solvente A) e metanol (solvente
B), em sistema de elui¢io por gradiente construido da seguinte forma: 30% B para 40% B
em 15 min, para 50% B em 30 min, para 60% B em 55 min, para 75% B em 75 min e para
90% B em 95 min, retornando a 30% B em 105 min. A vazdo utilizada foide 1l mL/minea
temperatura da coluna foi mantida a 35°C. Na tentativa de identificar alguns compostos,
foram utilizados os seguintes padrdes analiticos: 4cido p-cumdrico e fernilico, kanferol,
kanferide, quercetina, rutina, galangina, ramnetina, isoramnetina e miricetina (flavonol);
acacetina, apigenina, crisina e tectrocrisina (flavona); pinocembrina, hispernidina,
hisperetina, sakuranetina, isosakuranetina (flavanonas); pinobanksina e pinobanksina-3-
acetato (dihidroflavanol) e acido dimetil dialil caféico (composto alergénico). Todos os
padroes foram obtidos da Extrasynthese A.A. Co. (Franga), exceto pinobanksina,
pinobanksina-3-acetato e éster do acido dimetil dialil caféico que foi gentilmente doado
pelo Dr. Eckhard Wollenweber, do Intitut fur Botanik der Technischen Hochschule,
Alemanha.



3.5. Determinacdo da Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etanélicos de Propolis

sobre Bactérias Patogénicas

Em discos de papel de filtro Whatman n° 3 (5 x 1 mm de didmetro) foram aplicados
10 uL dos respectivos extratos de propolis e entéio colocados em dessecador com silica a
temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente, foram mantidos em estufa a 60°C por 2
horas para eliminag@o de qualquer residuo etanélico.

A anélise da atividade antimicrobiana dos extratos de propolis nas bacterias Gram
positiva Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Streptococcus mutans IB 1600, que foram
cultivadas em meio Agar Nutriente ¢ BHI Agar, respectivamente, foi realizada de acordo
com o método descrito por BLAIR et al. (1958). Culturas ativas dos microrganismos
testados foram inoculadas por espalhamento com swabs estéreis, em placas de Petri
contendo os respectivos meios de cultura. Os discos com os extratos foram colocados sobre
as placas previamente inoculadas com S. aureus, sendo estas, posteriormente, incubadas a
37°C por 24 horas. Para o S. mutans, as placas foram incubadas em jarras de anaerobiose
por 24 a 48 horas a 37°C.

A atividade antimicrobiana dos extratos etanélicos de propolis foi determinada pela

medico do halo de inibigao formado ao redor dos discos ap0s o periodo de incubagio.

3.6. Determinagio da Atividade Antioxidante dos Extratos Etanélicos de Proépolis

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidagdo acoplada do B-caroteno e do
4cido linoléico de acordo com PRATT & WATTS (1964), HAMMERSCHIMIDT &
PRATT (1978) e PRATT & PAULA (1979). Em um baldo de fundo redondo, foram
adicionados 60 mg de 4cido linoléico, 200 mg de Tween 40 e 5 mg de P-caroteno,
dissolvidos em 5 mL de cloroférmio que, posteriormente, foi retirado utilizando rota-
evaporador a 50°C. Ap6s a remogao do cloroférmio, o residuo foi dissolvido com a adigo
de 50 mL de 4gua deionizada e oxigenada sob vigorosa agitagdo. Aliquotas de 5 mL desta
emulsio foram transferidas para tubos de ensaio contendo 0,5 mL dos respectivos extratos
de propolis e a absorbéncia foi medida imediatamente em espectrofotdmetro a 470 nm. Os
tubos foram incubados a 40°C para a reagdo de oxidagao e a leitura da absorbancia foi

realizada em intervalos de 60 minutos.
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3.7. Determinacdo da Inibicdo da Atividade da Hialuronidase dos Extratos Etandlicos

de Propolis

A inibicdo da atividade de hialuronidase foi determinada conforme trabalho
realizado por REISSING er al. (1955) e ARONSON & DAVIDSON (1967). A mistura de
reac@o consistindo de 50 pL dos respectivos extratos de prépolis, 0,5 mL do sal de potassio
do acido hialurénico (Sigma Co.) em tampdo acetato 0,1M, pH 3,6 contendo 0,15 M de
NaCl e 50 pl (350 unidades) da enzima hialuronidase (Tipo IV-S: obtido de testiculo
bovino, Sigma Co.), dissolvida no mesmo tampao, foi incubada a 37°C por 40 minutos.
Apds a incubagdo, 0,1 mL de tetraborato de potassio 0,8 M foi adicionado a mistura de
reacdo e esta colocada em banho de ebuli¢do por 3 minutos. Em seguida, adicionou-se 3
mL de p-dimetilaminobenzaldeido e a mistura foi, novamente, incubada a 37°C por 20
minutos. Finalmente, a absorbancia da mistura foi medida em espectrofotémetro (Beckman

DU 70) a 585 nm utilizando-se 4gua como controle.

3.8. Determinacio da Atividade Citotoxica in vitro dos Extratos Etanolicos de Propolis

A determinacio da atividade citotéxica in vitro dos extratos etandlicos de propolis
foi testada contra seis tipos de células tumorais humana (HTCL) sendo elas: KB (carcinoma
nasofaringeo), HCT-8 (adenocarcinoma ileocecal - ATCC CCL 224), MCF-7
(adenocarcinoma de mama — ATCC HTB 22), A549 (carcinoma pulmonar — ATCC CCL
185), 1A9 (carcinoma ovariano) ¢ EH-118MG (glioma virus transformado), segundo a
metodologia descrita por SKEHAN et al. (1990) e RUBINSTEIN et al. (1990). A
suspensdo de células cancerosas devidamente diluida, foram cultivadas em meio RPMI-
1640 (suplementado com 10% (v/v) de soro de embrido bovino e 100 mg/mL de

kanamicina) e incubadas em atmosfera controlada com 5% de CO7 a 37°C por 24 horas.

Decorrido esse periodo, foram adicionados 100 uL das amostras de prépolis em diferentes
concentra¢des, até o méaximo de 30 pg/mL, dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO)
devidamente diluido, e incubadas por mais 48 horas. Terminado o periodo de incubagio, as
células foram fixadas com acido tricloroacético (TCA) a 50%, durante uma a duas horas, a
4°C e, em seguida, lavados em agua corrente. Ap6s a secagem total do material fixado, os

mesmos foram corados pela adi¢do de 50 pL de sulforrodamina B (SRB) a 0,4% (p/v),
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dissolvido em acido acético a 1%, durante um periodo de 10 a 20 minutos, a 4°C. O
excesso de corante foi retirado por lavagens sucessivas (5x) utilizando solugio de 4cido
acético a 1%, sendo a placa seca a temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado com solug3o de protease em ultra-som por 5 minutos. A leitura
espectrofotométrica foi realizada a 562 nm. Para comparac@o, foi utilizado a droga
etoposide VP-16 como controle positivo. Os resultados foram expressos em valores de ED-
50, que tem, por defini¢do, a concentragéo do agente teste necessario para reduzir em 50%
o mimero de células cancerosas com relagio a um controle (sem tratamento). Este
experimento foi desenvolvido pelo Dr. Kenneth Bastow da Universidade da Carolina do
Norte, Chapel Hill, EUA.

3.9. Analise Estatistica
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados
foram analisados pelo programa Mstac-C (MSTAT-C, 1988) para a determinacio da

analise de variancia. A separag@o entre as médias dos tratamentos foi conduzida utilizando-

se o teste de Tukey com um nivel de confianca de 95%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Propriedades Organolépticas e Fisico-quimicas das Amostras de Propolis

Coletadas nos Estados do Parana e do Rio Grande do Sul

Foram coletadas 116 amostras de prépolis nas duas regides estudadas sendo que 45
amostras foram coletadas no Estado do Rio Grande do Sul e 71 no Estado do Parani
(Tabelas 1 e 2).

Utilizando as metodologias descritas nos itens 3.3.1 e 3.3.2, foram selecionadas 7
diferentes tipo de prépolis, sendo 3 no Estado do Rio Grande do Sul e 4 no Estado do
Parana (Figura 1).

TABELA 1. Localidades onde foram coletadas as amostras de propolis no Estado do Rio
Grande do Sul, entre novembro de 1997 a janeiro de 1998.

Cidades do Estado do Numero das amostras
Rio Grande do Sul Série RS
Alegrete 1
Bagé 2.3.4.5.6e7
Barracio 8
Bom Jesus 9,10,11,12,13,e 14
Cambara do Sul 15,16, 17, 18,1920
Camaqua 21
Candelaria i)
Caxias do Sul 23,24 e25
Gramado 26
Jaguari 27e28
Lageado 29,3031 e32
Lagoa Vermelha 33,34e35
Pelotas 36.37¢e38
Porto Alegre 39e40
Santa Cruz do Sul 41
Santiago 42
Taquara 43,44 €45

13



TABELA 2. Localidades onde foram coletadas as amostras de prépolis no Estado do

Parand, entre fevereiro de 1998 a abril de 1998.

Cidades do Estado do Numero das Amostras
Parana Série PR
Agudos do Sul 1
Antoénio Olinto 2
Bocaiuva do Sul 5% 506,78
Campina Grande do Sul 9,10
Candido de Abreu 11
Candoi 12.13
Chopinzinho 14
Clevelandia 15, 16
Cruz Machado 17,18,19, 20
Curitiba 21
General Carneiro 22.23
Imbituva 24
Irinedpolis 25
Itapejara do Sul 26
Lapa 27
Madirituba 28
Maridpolis 29, 30
Palmeiras 48
Pato Branco 40,41, 42,43, 44
Paula Freitas 33
Paulo Fontin 31,32
Prudentépolis 34, 35, 36, 37, 38, 39
Quatro Barras 45, 46
Quitandinhas 47
Reserva 49
Tibagi 50
Tunas do Parana 51

Unido da Vitoria

52,53, 54,55, 56,57, 58

Cianorte 59, 60, 61, 62
Maringé 63, 64, 65
Umuarama 66, 67, 68
Alténia 69, 70, 71
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Entre as 116 amostras coletadas foram observadas propolis que apareceram com
menor freqiiéncia, coletadas em ambientes peculiares, que nao foram classificadas devido a

sua baixa incidéncia.

FIGURA 1: Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) dos extratos etanolicos
de propolis das amostras selecionadas irradiada com luz ultravioleta a 366 nm coletadas
no Estado do Rio Grande do Sul (RS); Parana (PR) e em alguns Estados da regido
sudeste (SP, MG e RJ) para efeito de comparagdo.

A vegetacio nos locais onde foram coletadas as amostras foi classificada segundo
uma adaptagio da Resolugdo ntmero 34, de 7 de dezembro de 1994 do CONAMA
(Conselho Nacional do Meio Ambiente), assim nas regides de coleta ocorria a
predomindncia de espécies de vegetagdo secundaria em estagios iniciais e de média
regeneragio. Algumas espécies existentes proximas ao local dos apiarios estio ilustrados no

Quadro 1.
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Quadro 1: Espécies vegetais existentes proximas ao local dos apiarios.

Amostra Localidade Espécies vegetais*®

RS1 Caxias do Sul (RS) |Platano, castanheiras, araucaria, eucalipto, bracatinga, pé de
bugre, erva mate, acoita cavalo, farinha seca, entre outras.

RS2 Taquara (RS) Eucalipto, pinheiro, araucaria.

RS3 Candelaria (RS) Eucalipto, vassoura, pinheiro.

RS4 Cambara do Sul (RS) |Guarapeiro, pinheiro, aroeira, araucaria.

RSS5 Bagé (RS) Aroeira cinzenta, murta, molho, corunilha, entre outras.

PR6 | General Cameiro (PR) |Embuia, uvaia, pinheiro, araucaria, araca gigante, pau de
bugre, cedro vassourio.

PR7 Irinedpolis (PR) Reflorestamento de alamo, eucalipto, vassoura.

PR8 Mandirituba (PR) |Erva mate, pimenteira brava, vassourdo, tubixava preta,
aroeira, pinheiro, araucaria e eucalipto.

PR9 Paulo Fontin (PR) |Camabara, embuia, guamirim, pimenteira, voadeira, araga
ani.

PR10 Paula Freitas (PR) |Erva santaneira, varias espécies de vassoura, aroeira,

carqueja, assa peixe, rabo de lobo, bracatinga, erva mate,
cauna, congonha, maria mole, cambara, branquilho,
pessegueiro bravo.

*Os nomes populares das espécies citadas no quadro acima foram fornecidos pelos apicultores locais.

As caracteristicas organolépticas foram avaliadas e verificou-se que existe uma

grande variagdo entre as amostras de propolis selecionadas. Com relagdo a aparéncia in

natura, as propolis selecionadas apresentaram uma coloragdo que variou desde um

amarelo-castanho (RS5), até um verde-amarronzado com matizes em vermelho (RS2),

como pode ser observado na Figura 2. A textura variou de extremamente dura (RS5), dura e
seca (SP11, SP12, MG13, MG14 e RJ15) até amostras muito moles e pegajosas (RS1, RS2,

RS3, RS4, PR7). Com relagio ao aroma, algumas amostras apresentaram odor levemente

acético (RS1 e RS2), outra com aroma semelhante a desinfetante (RS5) e as amostras

coletadas na regido sudeste que apresentaram aromas caracteristicos de propolis.
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FIGURA 2: Aparéncia morfologica das amostras in natura de propolis coletadas em
diferentes localidades dos Estado do Rio Grande do Sul (RS); Parana (PR) e

em alguns Estados da regido sudeste (SP, MG e RJ) para efeito de comparagio.

Da mesma forma que nas amostras in natura, os extratos etandlicos de propolis
(EEP) apresentaram grande variagdo tanto na sua coloragdo (Figura 3) quanto no aroma. A
Tabela 3 ilustra algumas caracteristicas dos EEPs. A coloragdo dos extratos variou do
amarelo claro até amostras com colorag@o esverdeada, comercialmente conhecidas como
green propolis. Quanto a porcentagem de sélidos soltiveis em etanol (Tabela 3) variou entre

54,50/0 a 65%.



TABELA 3. Caracteristicas de coloragdo e teor de substancias soliveis dos extratos etanélicos de

préopolis.
J— Extrato Etandélico de Prépolis
Cor Substéncias Soluveis (%)
RS1 Castanho escuro 57,5
RS2 Castanho escuro 58,0
RS3 Castanho escuro 62,4
RS4 Castanho claro 57,5
RS5 Amarelo claro 63,0
PR6 Amarelo escuro 60,5
PR7 Castanho claro 65,0
PR38 Castanho claro 54,5
PR9 Esverdeado 58,7
PR10 Castanho escuro 59,0
SP11 Castanho esverdeado 60,0
SP12 Esverdeado 61,0
MG13 Castanho esverdeado 59,6
MG14 Castanho esverdeado 58,7
RJ15 Castanho esverdeado 62,0

FIGURA 3: Extrato etandlico das amostras selecionadas de propolis coletadas em diferentes
localidades dos Estados do Rio Grande do Sul (RS1 a RSS5), Parana (PR6 a PR10) e
em alguns Estados da regido sudeste (SP, MG ¢ RJ) para efeito de comparagao.

Torna-se importante salientar que ndo foi observada qualquer relagdo entre a
coloragio ou o aroma dos extratos etandlicos de prépolis com a sua atividade biologica.

Essa constatagio ¢ de extrema importancia uma vez que no mercado atual de propolis, o
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seu valor comercial encontra-se intimamente relacionado com o seu cheiro e a sua cor,
tanto do extrato etanélico quanto da prépria matéria-prima.

Quanto a variagio da prépolis em relagiio ao local da coleta, verificou-se que um
mesmo perfil de prépolis foi encontrado em lugares bem distintos. Assim, por exemplo, a
amostra PR7 foi coletada em Irinedpolis, cidade que faz fronteira entre os Estados do
Parana e Santa Catarina, possui 0 mesmo perfil da amostra RS3 coletada em Candelaria -
RS e que também foi encontrada em Bagé e Porto Alegre, ambas no Rio Grande do Sul.
Por outro lado, diferentes tipos de prépolis foram coletadas dentro de um mesmo apiario.
Essas ocorréncias podem ser explicadas, primeiramente, pela grande variedade de espécies
vegetais encontradas nessas regides e, também, pela variabilidade genética das abelhas
rainhas conforme estudo realizado por KOO & PARK (1997). Nesse trabalho, abelhas
colocadas em um mesmo apidrio produziram prépolis de constituigio quimica diferente,
provavelmente pelo fato de que, no cddigo genético dessas abelhas, deva existir um ou mais
grupos de genes que codifiquem a informag@o no qual sugere o tipo de vegetal que devem
ser visitadas. E possivel supor, desta maneira, que mesmo abelhas habitando locais
completamente distintos, apresentem o mesmo comando genético que as fagam procurar
determinadas espécies de plantas, originando prépolis de mesma composi¢do. Com relacio
ao tipo de vegetacdo torna-se dificil determinar uma semelhanca entre as diferentes
localidades, uma vez que os apidrios sdo colocados em locais de flora complexa onde é
possivel encontrar uma grande variedade de espécies. No entanto, a coleta da amostra PR7
em um apiario muito proximo a um reflorestamento de alamo (Populus albus), pode ser um
indicativo de que esta espécie vegetal seja uma provavel fonte vegetal de onde as abelhas
coletam o material para a produgio de prépolis. Esse vegetal, que ndo € nativo dos trépicos,
fol trazido por imigrantes europeus e cultivado nessa regizo. Diversos trabalhos anteriores
citam plantas desse mesmo género como principal fonte de matéria-prima para a produgéo
de propolis nos paises do Hemisfério Norte (WOLLENWEBER et al., 1987; BANKOVA
et al., 1989; GREENAWAY et al., 1991; BANKOVA et al., 1992).

Também foram encontradas no Rio Grande do Sul e, principalmente, no Parana,
amostras que apresentaram o mesmo perfil de CCDAE das prépolis coletadas na regido
sudeste (SP, MG e RJ), ilustradas na Figura 1. Cidades como Prudentdpolis e Candido
Abreu, no Estado do Parana, fazem parte de uma regido bastante desenvolvida com relagdo
a producio de prépolis.

Um outro pardmetro utilizado para a classificagdo das amostras de prépolis foi a
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espectrofotometria de varredura (item 3.3.1). De acordo com os resultados obtidos,
verificou-se que cada variedade de propolis apresenta um perfil espectrofotométrico

distinto como pode ser observado na Figura 4.

3.000 — . : . _‘ 2,000 3.000 [ : 3.000
r . RS
Display Mode [ o Display Mode ¥
[Single] | 1 2.4000 [Single] 1 2.4000
Function Function
fAbs] 1.8000 It} 1 1.8000
1.2000 1.2000
{ 0.6000 L { 0.6000
L 4 4
0.000 " . 0.000 0.000 . . 0.000
2000 2800 3600 4400 5200 600.0 200.0 2800 3600 440.0 520.0 600.0
000 — — e 7
2000 e - £ = 3000 3.0 3.000
r PRB 1 Display Moge I ER ?
Display Mode n 200nm |
iSingle] | A272nm 2.4000 [Single] 2.4000
. Function
Function
[Abs] 1 1.8000 [Abs] 1.8000
1 12000 1.2000
4 0.6000 k 4 0.6000
0.000 A 0.000 0.000 I—_ 0.000
200.0 2800 3600 4400 5200 600.0 2000 2800 360.0 4400 5200 6000
3.000 i 3.000 3.000 3.000
Display Mode [ PRs 1 Display Mode ras
ISrle] | Azroem ] 5 4000 ange] A300m 1 5 4000
Funetion Funclion
[Abs) 4 1.8000 fAbs] 1.8000
1.2000 - 4 1.2000
0.6000 L 0.6000
0.000 0.000 0.000 0.
2000 2800 3600 440.0 5200 6000 2000 2800 3600 4400 5200 6000
3.000 T 3.000 3.000 3.000
FR 10 1 MG 13
Display Mode A272nm Display Mode 4304 nm
[Single] L 1 2.4000 [Single] 2.4000
Funetion | 1 Function
(Apa] 1{ 1.8000 [Abs] 1.8000
1.2000 F { 1.2000
0.6000 0.6000
0.000 . . . 0.000 0.000 [ 0.000
2000 2800 3800 4400 5200 60O 2000 2800 380.0 4400 5200 6000

FIGURA 4: Espectro de absorgio dos extratos etandlicos das amostras selecionadas de propolis.
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Comparando-se as Figuras 1 e 4 observou-se que existe uma relagio entre os perfis
cromatograficos € os espectros de absor¢@o dos extratos de propolis. As amostras RS3 e
PR7 apresentaram o mesmo perfil em CCDAE e comprimento de onda maximo de
absor¢do de 290 2 nm, sendo que essa relagdo se repetiu para todas as amostras testadas
com o mesmo perfil cromatografico. Isto também ocorreu com as amostras RS1 e RS4 e
todos os extratos preparados com propolis coletadas na regido sudeste. No entanto, néo foi
possivel fazer a relagdo inversa, ou seja, com os dados do espectro de absorgio prever qual
o perfil na placa de camada delgada.

Dessa forma, a melhor maneira de realizar a classificagdo da propolis foi utilizando
as placas de CCDAE onde os perfis cromatograficos indicavam cada variedade de propolis.
Essa técnica poderia ser empregada como uma alternativa para determinagdo qualitativa das
propolis brasileiras uma vez que corresponde a uma técnica simples e rapida, com a
utilizacdo de um sistema de solvente barato (etanol e 4gua) e bastante simples. A unica
desvantagem na utilizag@o desta técnica corresponde ao alto custo das placas de CCDAE.

Alguns autores sugeriram procedimentos para determinar a qualidade tanto da
propolis bruta como nos extratos. Pardmetros como fendlicos totais, flavondides, cera e
substancias volateis seriam medidos na tentativa de garantir a qualidade do produto
(WOISKY & SALATINO, 1998). BONVEHI & COLL (2000) sugeriram que a qualidade

de propolis pode ser estabelecida através da determinacéo do potencial antioxidante.

4.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos Extratos Etandlicos de Prépolis

As condicdes para a realizacdo dos ensaios em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) esto descritas no item 3.4.2 e os resultados apresentados na Figura 5.

Da mesma forma que nos ensaios em CCDAE, os perfis de CLAE apresentaram-se
bastante distintos entre as amostras sendo possivel a identificagdo de alguns compostos. A
identificacio dos compostos foi realizada utilizando detector de arranjo de diodo
comparando-se o tempo de retengio, o espectro de absorg¢do e co-cromatografia com os
padrdes disponiveis. Devido a escassez de padrdes, ndo foi possivel a identificagdo de
compostos importantes como o CAPE (ester fenetilico de 4cido caféico) e o Artepillin C
(acido 3,5-diprenil-hidroxicinamico).

Entre as amostras analisadas, a que apresentou maior numero de compostos

identificados foi a PR7. Essa amostra, coletada na cidade de Irineopolis, apresentou os
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seguintes flavondides: quercetina, pinocembrina, pinobanksina, galangina, crisina e
tectocrisina, fato este que explica em parte sua atividade antimicrobiana. Além desses
flavonéides, foram identificados nesta amostra alguns 4cidos (p-cumarico e fermilico) e

também um éster do 4cido dimetil djalj] caféico, conhecido pela sua atividade alergénica
(HAUSEN et al., 1987; GINANNESCHI et al., 1989).
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Figura 5: Cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos etandlicos de prépolis. 1)
acido cumdrico, 2) acido ferrilico, 6) quercetina, 7) pinobanksina, 9) kanferol,
10) apigenina, 14) isosakuranetina, 15) pinocembrina, 16) 4cido dimeti dialil

caféico, 17)

kanferide, 22) tectocrisina.

pinobanksina-3
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Todas as prépolis coletadas na regido sudeste apresentaram o mesmo perfil sendo
identificados flavondides como kanferide, kanferol, pinocembrina, isosakuranetina e
apigenina, flavondides estes, ja identificados por outros autores (MIYASE et al., 1998;
BANSKOTA et al., 1998; WOISKY & SALATINO, 1998).

O écido p-cumarico esteve presente na maioria das amostras analisadas. Este acido,
também conhecido com 4cido p-hidroxicindmico, é muito comum nos vegetais superiores
pois serve como precursores da biossintese de diversos compostos fenilpropanoidicos, que
compreendem compostos mais simples, como outros acidos e alcoois hidroxicinamicos e os
fenilpropenos (por exemplo, o anetol e o eugenol), bem como compostos quimicamente
mais complexos, como os flavondides, as lignanas, as neolignanas e as ligninas
(ROBBERS et at., 1997).

Nas amostras RS5, PR6 e PR10 nio foi possivel identificar qualquer tipo de

composto entre os padrdes analisados.

4.3. Determinacio de flavonéides totais com base em quercetina dos extratos

etanolicos de prépolis

A determinagdo de flavondides totais com base em quercetina foi realizada de

acordo com o item 3.4.1 e os resultados apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Teor de flavonoides totais com base em quercetina dos extratos etandlicos das

amostras selecionadas de propolis.

Amostras de propolis  Flavonéides totais com base em quercetina (mg/g)*

RS1 3,4fF
RS2 7.8
RS3 18,5°
RS4 3,7%
RS5 0,0®
PR6 1,398
PR7 23,4°
PRS 10,5%
PRY 11,97°
PR10 5,6
SP11 23,5°
SP12 22,4°
MG13 25.7"
MG14 24,3
RJ15 28,6°

FMédias seguidas de letras diferentes s@o significativas a nivel de 5% (Ieste de Tukey P<0,05).

Esse método baseia-se na formacdo de complexos entre o aluminio e alguns
flavondides, ocasionando um efeito batacrémico, o que leva a um aumento do comprimento
de onda de absorgdo desses compostos (JURD & GEISSMAN, 1956). Estes complexos tem
maxima absorgdo nos comprimentos de onda préximo a 415 nm que corresponde 4 banda
de absor¢do do complexo quercetina-aluminio utilizado como padrao.

Como pode ser observado na Tabela 4, existe uma grande variagdo no teor de
flavonoides totais presente nas amostras selecionadas de propolis. Assim, enquanto a
amostra RS5 nao apresentou teor de flavonodides totais; a amostra RJ15 apresentou 28,6
mg/mL sendo esta o maior teor de flavonéides totais encontrado nas amostras de prépolis
examinadas. De modo geral, as amostras coletadas na regido sul, com excec¢io das amostras
RS3 e PR7, apresentaram baixa concentragdo de flavondides totais quando comparadas

com as amostras coletadas na regido sudeste que, por sua vez, ndo apresentaram diferenca

25



estatisticamente significativa entre elas. Todas as amostras da regido sudeste apresentaram
0 mesmo perfil cromatografico em CCDAE, indicando que esse tipo de prépolis reage
melhor ao teste com nitrato de aluminio. No entanto, comparando os perfis cromatograficos
das amostras da regifo sul com os seus respectivos valores de flavonéides totais, pode-se
constatar que o resultado obtido foi, na verdade, subestimado, uma vez que ¢ possivel
observar a presenca de outros compostos que ndo foram quantificados devido a falha do
proprio método. O teste em espectrofotometria de varredura reforca essa tendéncia posto
que, determinadas amostras que apresentam um espectro de absorgdo bastante alto (RSI,
RS2 e RS4, como pode ser visto na F igura 4) apresentam também valores muito baixo
quando submetidos ao teste do nitrato de aluminio. No caso das amostras coletadas na
regido sudeste, pode se afirmar que existe uma correlagdo entre os valores obtidos no teste
de nitrato com os valores de absorbancia maxima do espectro de absorgio, tal como foi
descrito no trabalho desenvolvido por KOO (1996). Entretanto, essa correlagio nio existiu
para a maioria das amostras coletadas na regido sul, indicando, efetivamente, que esse
meétodo néo deve ser empregado para anlise das propolis coletadas nessa regizo.

Comercialmente, para a exportagdo de prépolis especificamente para o Japao, tem
sido realizada a anélise de flavonéides totais por meio do teste de nitrato de aluminio.
Dessa forma, as propolis da regido sudeste sempre foram bastante valorizadas devido aos
bons resultados obtidos neste teste. No entanto, existe um grande preconceito com relagdo
as prépolis da regido sul pelo fato dos valores obtidos neste teste serem, na maioria das
vezes, insatisfatorios, levando essas prépolis a serem considerada de qualidade inferior.

De modo geral, utiliza-se este teste para a determinag@o de alguns flavonéides, mais
especificamente os flavonols, como por exemplo a quercetina. Esse método embora
apresentando grande reprodutibilidade dos resultados, em alguns casos fornece valores
subestimados uma vez que a reagiio com o aluminio nio & igual para todos os compostos.
Isto ocorre porque a formagio de quelatos entre o aluminio e os flavonoides acontece de
forma diferenciada dependendo da natureza dos flavonéides, levando a uma alteracao
colorimétrica que pode ser maior ou menor a 415 nm (JURD, 1969).

Desta forma, torna-se fundamental o desenvolvimento de novas metodologias para a
anélise de prépolis, principalmente da prépolis brasileira, com o intuito de n3o prejudicar
os produtores da regido sul e mesmo para estimular a produc@o de prépolis nessa regido,
pois como foi observado neste trabalho, as propriedades biolégicas destas prépolis foram

consideradas as mais promissoras até o presente momento.
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4.4. Determinacio da Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etanélicos de Prépolis

A atividade antimicrobiana da prépolis sobre os microorganismos patogénicos
Gram positivos Staphylococus aureus ATCC 29213 e Streptococcus mutans 1B 1600 foj
realizada utilizando-se o material preparado como descrito no item 3.5. O microrganismo S.
aureus, foi escolhido por ser o agente responsavel pela maioria das infec¢des do trato
respiratério e de septicemia, e o microrganismo S mutans por ser o responsavel pela
formagéo da placa bacteriana, ocasionando o surgimento de carie (KOO, 1999).

Como observa-se na Tabela 5, a maioria dos extratos etanolicos de prépolis
selecionadas inibiu o crescimento da linhagem de S. aureus quando colocado em contato
com este microrganismo. As amostras SP1 1, SP12, MG13, MG14 e RJ15 apresentaram as
maiores atividades inibitérias. Verificou-se durante o decorrer dos experimentos que esta
linhagem tem maior sensibilidade quando em contato com as prépolis que apresentam o

perfil cromatografico em camada delgada como pode ser observado na Fi gura 1.
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos extratos etandlico das amostras selecionadas de
propolis contra bactérias patogénicas S. aureus ATCC 29213 e S. mutans IB
1600. Medida da inibigdo do crescimento bacteriano através da formag@o do halo

ao redor do disco.

Amostras de propolis Halo de inibig@o (mm) Halo de inibigao(mm)
Staphylococcus aureus*  Streptococcus mutans”

ATCC 29213 1B1600
RS1 nd -
RS2 nd <]
RS3 1 3
RS4 nd <1
RS5 nd -
PR6 1 <1
PR7 1,5 3
PR8 nd <1
PR9 2 <l
PR10 <1 nd
SP11 2 nd
SP12 2 <1
MG13 3 nd
MG14 1 nd
RJ15 4 1

nd — ndo detectado
* linhagem gentilmente doada pelo Laboratdrio de Patologia Clinica do HC da UNICAMP.
# linhagem gentilmente doada pelo Dr. J. A. Cury, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

No entanto, esses extratos analisados ndo apresentaram os mesmos efeitos sobre o
microrganismo S. mutans IB1600. Para essa linhagem, as amostras RS3 e PR7 foram as que
demonstraram as maiores atividades inibitérias. Os resultados obtidos neste estudo também
foram comprovados em outros dois trabalhos anteriores, realizados in vitro por PARK et al.
(1998) em que foram testadas a atividade antimicrobiana e a inibicio da enzima
glicosiltransferase bruta de Streptococcus mutans e, em um estudo in vivo realizado
posteriormente por KOO ef al. (1999). No trabalho desenvolvido por estes tiltimos autores

a propolis com o perfil RS3 e PR7 foi testada determinando-se que a concentragio

inibitéria minima (CIM) para S. mutans variou de 50 a 100 pg/mL, resultado este que pode
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ser considerado superior quando comparado com a prépolis com o perfil cromatografico
das amostras SP11 a RJ15, cujos valores de CIM variaram entre 200 a 400 pg/mL para o
mMesmo microrganismo.

Alguns compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana ja foram identificados
em trabalhos anteriores. A galangina, pinocembrina, benzil-p-cumarato, entre outros, sio
compostos conhecidos pela sua agdio antibictica (VILLANUEVA et al, 1964;
VILLANUEVA et al.,, 1970; DIMOV et al., 1992). Atualmente, com o estudo mais
intensivo das propolis brasileiras, foram descritos que outros compostos fendlicos, como os
derivados do acido cinamico, também possui excelente atividade antimicrobiana. AGA er
al. (1994) isolaram e identificaram de amostras de propolis brasileira coletadas no Estado
de Sdo Paulo, trés novos compostos derivados do acido cinamico, sendo que o acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicinamico (comercialmente conhecido como Artepillin C) apresentou
maior atividade antimicrobiana com valores de CIM de 15,6; 31,3 e 15,6 ug/mL para os
microrganismos Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes e Arthroderma benhamiae,
respectivamente. Os autores relataram que essa atividade estd associada ao numero de
residuo prenil existente na molécula, sendo que quanto maior o seu nimero, maior sera a
atividade bioldgica. Outros compostos j& estudados que apresentaram atividade
antimicrobiana em prépolis brasileira foram os 4cidos diterpénicos (BANKOVA ez al.
1996a). Segundo os autores, esses diterpenos com atividade bactericida foram encontrados
pela primeira vez em prépolis e sio tipicos de algumas espécies de araucaria, o que leva a
concluir ser essa planta uma das fontes de obtengao de matéria-prima para fabricaco da
propolis.

Analisando a composi¢do quimica dos extratos etandlicos de propolis (EEP) das
amostras PR7 e MG13 verificou-se que na primeira foi identificado um grande nimero de
flavondides agliconas, entre eles, pinocembrina, galangina, pinobanksina, conhecidos por
possuirem atividade antimicrobiana. J4 no EEP MG13, foi identificado um ntmero menor
destes compostos, o que pode explicar em parte a sua menor atividade antimicrobiana
contra §. mutans. Porém, esta mesma prépolis possui maior atividade contra S. aureus,
mostrando que esses flavondides agem de forma distinta sobre os microrganismos testados.
De acordo com AGA et al. (1994), na prépolis de Sdo Paulo existe o composto 3,5-
diprenil-4-hidroxicindmico que possui alta atividade microbicida, que poderia estar

inibindo o crescimento do S, qureus.
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Assim, uma vez realizada a classificag@o, torna-se possivel determinar qual dessas
prépolis poderia ser utilizada para o combate de um determinado microrganismo, uma vez
que a sua atividade ¢é seletiva.

Diversos trabalhos atribuem & prépolis a caracteristica de ser um excelente produto
antimicrobiano natural, tanto sobre fungos e leveduras como sobre as bactérias,
principalmente as Gram positivas. Segundo BANKOVA ez al. (1999), que testaram
amostras de propolis de diferentes paises, inclusive prépolis brasileira, concluiram que a
atividade antimicrobiana corresponde a uma caracteristica intrinseca 2 propolis, uma vez
que a sua fun¢ao primordial € servir como barreira microbiolégica. No entanto, algumas
amostras coletadas neste trabalho (RS1 e RSS5), nio apresentaram qualquer atividade
antimicrobiana sobre S. qureus e nem sobre S. mutans. Existe, porém, a possibilidade de
haver atividade inibitéria sobre outros microrganismos que ndo foram testadas. Para os dois
microrganismos testados nesse trabalho, a prépolis provavelmente tem uma atuagao mais

como uma barreira fisica do que propriamente uma protegio biolégica.

4.5. Atividade Antioxidante dos Extratos Etanélicos de Propolis

A atividade antioxidante dos extratos selecionados de prépolis foi determinada de
acordo com o método descrito no item 3.6. O principio deste método baseia-se na
descoloragdo (oxidag3o) do B-caroteno induzida pelos produtos da degradagdo oxidativa de
um 4cido graxo, no caso o acido linoléico, que foi acompanhada através de um ensaio
espectrofotomeétrico. A manutengao da cor alaranjada do B-caroteno foi acompanhada em
espectrofotdmetro utilizando-se tubos testes contendo os respectivos extratos. O efeito

antioxidante da prépolis pode ser observado na Tabela 6.
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Tabela 6. Atividade antioxidante dos extratos etandlicos das amostras selecionadas de
prépolis medida através da descoloragdo (oxidagdo) do B-caroteno induzidas

pelos produtos da degradacéo oxidativa do 4cido linoléico.

Amostras de prépolis Inibigao da oxidagio do B-caroteno (%)"

Controle 19,0°
RS1 90,5%*
RS2 93,6%°
RS3 95,9°
RS4 95,0%
RS5 65,59
PR6 95,1%
PR7 91,6**
PRS 91,72
PR9 93,87

PR10 95,1
SP11 92,8%¢
SP12 88,7
MG13 88,0
MG14 86,1°
RJ15 88,8%¢

"Médias seguidas de letras diferentes sao significativas a nivel de 3% (Teste de Tukey P<0,05).

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a maioria das amostras
apresentou alta atividade antioxidante, variando na faixa entre 86,1 2 95,1% da manutengao
da colorag@o, que representa a atividade antioxidante, apos 3 horas de reagdo. Praticamente
nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as amostras. Porém, no controle
sem propolis a absorbancia decresceu até 20% da sua coloragdo inicial. Apenas uma
amostra (RS5) apresentou diferenga significativa ao nivel de 5% pelo teste de Tukey, com
uma atividade antioxidante relativamente baixa (65,5%), o que pode ser explicado pela
menor quantidade de compostos fenélicos presentes que atuam, efetivamente, como agentes
antioxidantes como pode ser observado nas F iguras 1 e 4.

Esse resultado ja era esperado uma vez que a prépolis € formada basicamente por
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compostos fendlicos, cuja atividade antioxidante é bastante conhecida, sendo que alguns
destes compostos existentes ja foram estudados. Um composto derivado do 4cido caféico, o
benzil cafeato, foi isolado em amostra de propolis coletada na cidade de Beij ing, na China e
apresentou forte atividade antioxidante (YAMAUCHI et al., 1992). E interessante salientar
que nesse estudo foi testada uma amostra de propolis brasileira de procedéncia
desconhecida que apresentou baixa atividade antioxidante e ap6s seu fracionamento
verificou-se que no existia essa substincia na sua composigdo, enquanto que na amostra
chinesa quantificaram 160 mg de benzil cafeato/g de balsamo. Num outro estudo,
desenvolvido por KROL e al. (1990) avaliou-se a propriedade antioxidante do extrato
etandlico de propolis (EEP) através da inibicdo da quimiluminescéncia da oxidagio do
luminol, constatando-se que o EEP inibiu acima de 80% da quimiluminescéncia quando
0,13 mg de prépolis foi utilizando.

Recentemente, HAYASHI et al. (1999) isolaram de uma prépolis brasileira um
novo composto denominado acido 3,4-dihidroxi-5-prenilcinamico que possui uma atividade
antioxidante maior que o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (Artepillin C), composto

bastante comum em prépolis brasileira.

4.6. Inibicdo da Atividade da Enzima Hialuronidase pelos Extratos Etanélicos de

Propolis

A resposta inflamatéria pode ser desencadeada a partir de estimulos diversos
podendo ser caracterizada como uma resposta triplice onde ocorre, primeiramente, um
eritema primaério, decorrente da dilatagio dos microvasos atingidos; posteriormente, um
eritema secundario promovido pela dilatagdo de microvasos adjacentes, e, em seguida, a
formagio do edema em conseqiiéncia do aumento da permeabilidade vascular e saida de
material plasmatico e celular para o local afetado. Todo esse processo acontece devido a
liberagao de mediadores inflamatérios tais como histaminas, serotonina, bradicinina e
eicosandides (prostaglandinas). Esta dltima é formada a partir da hidrélise dos fosfolipidios
presente na membrana celular pela agdo da enzima fosfolipase A2. Um dos produtos
formados pela agdo da fosfolipase A2 é o 4cido araquiddnico. Por sua vez, este 4cido graxo
pode sofrer a agdo de duas enzimas, a lipoxigenase e as cicloxigenases (COX 1 e COX2).
Pela acdo da lipoxigenase sio formados os leucotrienos e pela agdo das cicloxigenases sdo

formadas as prostaglandinas. Além das prostaglandinas, um outro composto conhecido
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como mediador do processo inflamatério é a histamina. Sabe-se que a liberagio da
histamina ¢ induzida pelo influxo de fons calcio para o interior das células, nos mastdcitos,
no caso de tecidos e, nos basdfilos, no caso de sangue, atraves dos canais de calcio e estes
ions desencadeiam uma série de reagdes enziméticas ainda nio totalmente esclarecidas
(BENDITT & ARASE, 1959; LICHTENS & DEBERNAR, 1971; BACH, 1974). Acredita-
S€ que a hialuronidase seja uma das principais enzimas que participa dessas reagdes
enzimaticas e alguns autores estudaram a possibilidade de modular a sua atividade
utilizando drogas associada a liberagdo de histamina, tais como o composto 48/80, que
apresenta propriedade de ativagio da hialuronidase, e agentes anti-alérgicos acidicos, tais
como o cromoglicato disédio (DSCG), o 4cido N-(trans-3,4-dimetoxicinamoil) antranilico
(conhecido como tranilast) que sdo compostos inibidores de histamina em células de
mamiferos induzida pela reagdo antigeno IgE anticorpo, que, quando testadas
apresentaram-se como potentes inibidores da hialuronidase (KAKEGAWA et al., 1985;
KAKEGAWA et al., 1992).

O acido hialurénico é uma macromolécula de natureza proteoglicana caracterizada
pela suas cadeias altamente polimerizadas formadas, por unidades de 4cido glucurénico e
N-acetilglicosamina ligadas & proteina (ARKINS & SHEEHAN , 1972). Esse acido exerce
importante papel na lubrificagio das articulagdes, diminuindo o atrito e permitindo maior
facilidade de movimento. A auséncia desse polissacarideo nas articulagdes pode causar um
desgaste das cartilagens e, consequentemente, um desgaste Osseo, desencadeando o
processo inflamatério e dor, descrito anteriormente. Portanto, a inibicio da enzima
hialuronidase pode ser uma forma indireta para a determinagdo da atividade
antiinflamatéria. Desta forma, a importancia da inibicdo da enzima hialuronidase esta
relacionada com a sua agio catalitica na hidrélise do Acido hialurénico e por outras
atividades fisiolégicas relacionadas ao processo inflamatério.

Além dessa metodologia, existem, na literatura, outros modelos para a determinacio
da atividade antiinflamatéria, muitos deles baseados em modelos VIVOS nos quais sio
induzidas inflamagdes de diferentes niveis, utilizando-se substancias geradoras de
inflamagdo. Nestes casos, outros mecanismos que fazem parte do processo fisiolégico da
inflamagao s3o analisados.

Os resultados da inibigio da atividade da hialuronidase estao apresentados na
Tabela 7. De acordo com esses resultados, verificou-se que a atividade inibitéria da enzima

hialuronidase foi menor nas amostras RS1 e RS4 que apresentaram um perfil em
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cromatografia em camada delgada semelhantes, como pode ser observado na Fi gura 1.

As amostras que apresentaram maior atividade inibitéria foram PR7 e PR9 seguidas pelas
maioria das amostras selecionadas na regifio sudeste. Essa atividade inibitéria pode ser
explicada pela presenga de derivados do 4cido cinidmico nessas amostras. Segundo
KAKEGAWA et al. (1985), o tranilast, uma droga obtida pela modificagiio quimica de

derivados do 4cido cindmico, apresentou uma potente atividade inibitéria da hialuronidase.

Tabela 7. Inibi¢do da enzima hialuronidase pelos extratos etandlicos das amostras

selecionadas de propolis.

Amostras de propolis Inibi¢@o da enzima hialuronidase (%)"

RS1 11,75
RS2 20,0°
RS3 25,7
RS4 "
RS5 12,6%
PR6 20,3¢
PR7 34,7
PRS 21.7%
PRY 40,0°
PR10 12,9%
SP11 1584
SP12 24,1
MG13 19,2¢
MG14 27,1°
RJ1S5 29,14

"Médias seguidas de letras diferentes sdo significativas a nivel de 5% (Teste de Tukey P<0,03)

Os diferentes trabalhos realizados para determinacdo da atividade antiinflamatéria
de propolis tentaram desvendar os mecanismos envolvidos nesse processo. KHAYYAL et
al. (1993), foram um dos primeiros autores a verificar que, em varios modelos in vitro, os
extratos etandlicos de propolis apresentaram inibigao da agregacdo plaquetaria e da sintese
de eicosandides, sugerindo que a propolis possui uma potente propriedade antiinflamatéria.
Além dos testes in vitro, os autores testaram ainda dois modelos in vivo concluindo que o

extrato de propolis atuou sobre a sintese de prostaglandinas, histaminas e leucotrienos,
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diminuindo a sua liberagio e, consequentemente, atenuando o processo inflamatério. O
efeito antiinflamatério foi atribuida ao fato da propolis agir como inibidor das cicloxigenase
(COX) e da lipoxigenase, que estio presentes na maioria dos processos inflamatdrios
conhecidos.

A partir deste trabalho outros autores também estudaram essa propriedade bioldgica
da propolis, cada qual utilizando modelos diferentes. Entre eles GONZALEZ et al. (1994);
GONZALEZ et al. (1995); MIRZOEVA & CALDER (1996); BASNET et al. (1996a);
BASNET et al. (1996b); MIYATAKA, e al. (1997); MIYATAKA et al. (1998);
MENEZES et al. (1999).

4.7. Determinacio da Atividade Citotéxica dos Extratos Etanélicos de Proépolis

A imensa procura por drogas antineoplésicas (anticancerigenas) reflete a
importancia que essa doencga tem nos tempos atuais. As estimativas realizadas pelo Instituto
Nacional do Céancer (INCA) com relagio as taxas brutas de incidéncia, de mortalidade e de
numero de casos novos e de &bitos por cancer, em homens e mulheres, podem ser

observadas nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8. Estimativas para o ano 2000 das taxas brutas de incidéncia e mortalidade por
100.000 e de numero de casos novos e de obitos por cancer, em homens, segundo
localizagdo primaria.

Localizacao Primaria Estimativa dos Casos Novos  Estimativa dos Obitos
N°de Casos Taxa Bruta N°de Obitos Taxa Bruta

Neoplasia maligna da Pele nao 21.895 26,81 402 0,47
Melanoma

Neoplasia maligna da Traquéia, 14.460 17,69 10.290 12,61
Brénquios e Pulmio

Neoplasia maligna do Estdmago 13.680 16,76 7.090 8,66
Neoplasia maligna da Prostata 14.830 18,14 6.850 8,34
Neoplasia maligna do Célon e Reto 7.399 9,07 3.192 3,86
Neoplasia maligna do Eséfago 6.608 8,42 3.968 4,83
Leucemias 3.826 4,68 2311 2,68
Neoplasia maligna da Boca 8.282 10,09 2471 2,99
Outras Localizagdes 47.775 58,46 24.968 30,55
Total 138.755 169,78 61.522 75,28

Fonte: Instituto Nacional do Cancer.
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Tabela 9. Estimativas para o ano 2000 das taxas brutas de incidéncia e mortalidade por
100.000 e de nimero de casos novos e de obitos por cancer, em mulheres,

segundo localiza¢3o primaria.

Localizacio Primaria Estimativa dos Casos Novos  Estimativa dos Obitos
N°de Casos Taxa Bruta N° de Obitos Taxa Bruta

Neoplasia maligna da Pele nao 20.410 24,17 267 0,31
Melanoma

Neoplasia maligna da Mama Feminina 28.340 33,58 8.245 9,78
Neoplasia maligna da Traquéia, 5.622 6,66 4.232 4,97
Bronquios e Pulmio

Neoplasia maligna do Estdmago 6.180 7,30 3.610 4,24
Neoplasia maligna do Colo do Utero 17.251 20,48 3.606 4,25
Neoplasia maligna do Célon e Reto 6.074 7,19 3.563 4,24
Neoplasia maligna do Es6fago 2333 2,74 1.194 1,40
Leucemias 3.000 3,52 1.880 2,19
Neoplasia maligna da Boca 2.608 3,05 606 0,73
Outras Localizagdes 53.632 63,55 25.234 29,90
Total 145.450 172,36 52.437 62,14

Fonte: Instituto Nacional do Cancer.

As células cancerosas distinguem-se das células normais por apresentarem as
seguintes caracteristicas: proliferacio incontrolada, perda da fungdo, poder invasivo e
metastase. Essas caracteristicas malignas surgem em decorréncia de uma alteracio do
DNA, principalmente, por causa da inativagio de alguns genes denominados supressores
tumorais e, também, devido a ativagdo dos chamados proto-oncogenes em oncogenes, que
sao genes que conferem malignidade a uma célula.

As drogas empregadas no combate ao cancer atuam de diversas maneiras sobre as
celulas cancerosas, basicamente, na sintese e replicacdo do DNA ¢ no processo de divisdo
celular. Drogas como nitrosouréia, bussulfan, ciclofosfamida (agentes alquilantes);
metotrexato, fluotouracil, citarabina (antimetabdlitos); doxorrubicina, epirrubicina,
mitozantrone (antibidticos citotéxicos) e vincristina, etopésido, taxol (derivados de plantas)
sdo alguns exemplos de farmacos anticincer. No entanto, a utilizagdo desses medicamentos
provoca efeitos colaterais tais como toxicidade & medula Ossea, distirbio da cicatrizagio,
depressdo do crescimento, esterilidade, teratogenicidade, alopécia (queda de cabelo) e
danos ao epitélio gastrointestinal, e ainda, nduseas e vomitos intensos. Desta forma, a
procura por drogas que atuem somente sobre as células neoplasicas e que causem menos
efeitos colaterais é extremamente necesséaria.

A determinagdo da atividade citotéxica dos extratos etandlicos de prépolis foi

realizada de acordo com a metodologia descrita no item 3.8, sendo os resultados
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apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Determinagio da atividade citotéxica dos extratos etandlicos de prépolis sobre
diferentes células cancerosas humanas. Quando a inibigio foi menor que 50%
na maior concentragdo testada (30 ng/ml), a porcentagem de inibigdo
observada ¢ dada em parénteses. Os valores estio apresentados em ED-50
(ng/mL) que tem, por definigio, a concentragdo do agente teste necessario para
reduzir em 50% o numero de células cancerosas com relagdo a um controle

(sem tratamento).

Amostra KB A549 HCT-8 1A9 MCF-7  EH-118MG
RSS5 22,0 23,0 >30 (48) 15,2 >30 (43) >30 (26)
VP-16 0,1 1,2 3,0 ND 3,0 ND

ND = nio detectado

Entre as amostras testadas, a RS 5 foi a tinica que apresentou atividade citotdxica.
As demais amostras apresentaram atividade abaixo da concentra¢cdo minima testada, de
forma que nZo foram apresentadas na Tabela 10. No entanto, a droga utilizada como padrao
positivo (etoposide VP-16) apresentou atividade bastante superior. O etoposideo é um
derivado semi-sintético da podofilotoxina, obtido a partir do rizoma e da raiz da
mandragora-americana (Podophyllum peltatun L.). Essa droga ¢é largamente utilizada
comercialmente, atuando sobre as células cancerosas inibindo a sintese de DNA por uma
agdo sobre a topoisomerase II. Essa enzima, uma DNA-girase, realiza um giro reversivel
em torno do filamento de replicagdo da hélice do DNA para impedir que a molécula se
enovele irremediavelmente durante a segrega¢io mitética. A topoisomerase II indenta
ambas as hélices de DNA e, posteriormente, fecha novamente as rachaduras. O etoposide
intercala-se a0 DNA e seu efeito é basicamente o de estabilizar o complexo DNA-
topoisomerase II, apds as hélices serem indentadas, fazendo assim com que o processo
cesse nesse ponto (RANG ez al., 1997).

Porém, mesmo a atividade citotéxica da amostra sendo inferior ao padrdo testado, o
resultado obtido foi bastante satisfatério uma vez que a amostra testada encontrava-se no
estado bruto e ainda, o perfil de atividade foi diferente daquele da droga padréo, o que

sugere um mecanismo de a¢@o ainda desconhecido, necessitando estudos complementares.
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Em estudos realizados por SCHELLER et al. (1989) foi verificado que ratos com
carcinoma de Ehrlich tratados com extratos etanolicos de propolis apresentaram maior
sobrevivéncia (55%) que aqueles tratados com bleomicina (40%) apés 50 dias de
tratamento. Os autores concluiram que o efeito antitumora] da propolis era devido a
presenga de flavondides que inibiam a sintese de DNA das células cancerosas.

Diversos outros autores estudaram a atividade da propolis e seus constituintes sobre
diferentes células cancerosas (HLADON ez al., 1980; MATSUNO , 1995; MITAMURA ef
al., 1996), sendo que, um dos constituintes mais estudado foi o CAPE (acido caféico fenetil
ester) primeiramente descrito por GRUNBERGER et al. (1988). Em seguida, outros autores
comprovaram a sua atividade antitumoral através de vérios trabalhos (FRENKEL et al.,
1993; RAO ez al., 1993; SU et al., 1994; CHIAO et al., 1995; JAISWAL et al., 1997).

Em estudos mais recentes, BANSKOTA et al. (1999) apés identificar 23 compostos
em prépolis brasileira, verificaram que 3 deles apresentavam alta atividade citotéxica. Os
compostos betuletol, kanferide, coniferil aldeido e ermanin apresentaram valores de ED-50
que variaram de 5,83 a 2,30 pug/mL para fibrosarcoma HT-1080 e 10,44 a 4,95 pg/mL para
carcinoma de c6lon 26-L5.

Comparando os resultados obtidos por BANSKOTA et a/ (1999) e os dados obtidos
neste trabalho, verificou-se que o extrato etanélico da propolis RSS (Tabela 8) atuou sobre
diferentes células cancerosas nas concentragdes entre 15,2 pg/mL (carcinoma de ovario) a
>30 pg/mL (glioma transformado de virus), enquanto que o extrato metandlico do trabalho
destes autores atuou na faixa entre 62,35 a 67,33 pug/mL sobre as células cancerosas

testadas.
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Conclusoes



5. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

Através dos perfis de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE),
foram classificadas pelo menos 7 tipos diferentes de propolis nos Estados do Parani e
do Rio Grande do Sul;

A constituicdo quimica da prépolis varia conforme a vegetacdo do local onde se
éncontra o apiario, sendo que mesmo em locais distantes, porém com vegetagdo
semelhante, € possivel produzir propolis com as mesmas caracteristicas;

O método de avaliagio de qualidade da prépolis com base na determinacdo de
flavonéides totais utilizando nitrato de aluminio é bastante falho, uma vez que existe
uma grande variedade de propolis no Brasil que ndo se enquadra com esse método de
andlise mas que, no entanto, apresentam propriedades biolégicas extremamente
satisfatorias;

Para cada tipo especifico de prépolis pode ser atribuida uma propriedade biolégica
particular, sendo possivel, através de estudos mais detalhados, direcionar o uso da
prépolis para uma finalidade terapéutica especifica;

A amostra coletada na cidade de Bagé — RS, apresentou atividade citotéxica contra
diferentes células cancerosas através de um mecanismo ainda desconhecido que

estimula a realizag@o de estudos posteriores.
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Synopsis.

Propolis was extracted using water and various concentrations of ethanol as
solvents. The extracts were investigated by measurement of their absorption spectra with a
UV spectrophotometer, reversed phase-high pressure thin-layer chromatography and
reversed phase-HPLC. Maximum absorption of all extracts was at 290 nm, resembling
flavonoid compounds, and the 80% ethanolic extract showed highest absorption at 290 nm.
Greater quantities of isosakuranetin, quercetin and kaempferol were extracted from the
propolis using 60% ethanol, while 70% ethanol extracted more pinocembrin and
sakuranetin, and 80% ethanol extracted more kaempferide, acacetin and isorhamnetin. The
60 to 80% ethanolic extracts of propolis strongly inhibited microbial growth and the 70 and
80% ethanolic extracts showed the greatest antioxidant activity. The 80% ethanolic extract

strongly inhibited hyaluronidase activity.

Key words: propolis; flavonoids; Apis mellifera; ethanolic extract
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Propolis is bee glue, collected by bees from various plant sources. Bees mix the
original propolis with beeswax and B-glucosidase which they secrete while collectiong the
propolis. This hydrolyzes the flavonoid glycosides into flavonoid aglycones. The propolis
is used by bees as a glue to seal the opening of the hives and to eliminate outside invadors.”
* Various polyphenolic compounds have been identified in the propolis collected by Apis
mellifera. The main polyphenols are flavonoids, accompanied by phenolic acids and their
esters, phenolic aldehydes, alcohols, and ketones.” It is also known that the ethanolic
extracts of propolis have various pharmacological activities such as antibacterial, antiviral,
antifungal, anaesthetic, anti-inflammatory, hypotensive, immunostimulatory and cytostatic
properties.”® Therefore, the medical applications of propolis preparations have led to an
increased interest in its chemical composition as well as to its ori gin.

Recently, propolis preparations have been used for the production of health foods
and cosmetics. These propolis preparations are ethanolic extracts of propolis and rarely
water extracts. Therefore, the objective of this work was to investigate concentrations of
flavonoid aglycones in ethanolic extracts of propolis in relation to the ethanol concentration
as an organic solvent. The ethanolic extracts were also compared with a water extract of
propolis. Finally, both water and ethanolic extracts of propolis were evaluated for their
antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory activities.

Approximately 100 g of propolis collected by Apis mellifera were obtained directly
from bee hives in the state of Minas Gerais, Brazil. The specimens of propolis were stored
immediately in an ice box at 4°C and kept at this temperature for one week. They were then
dehydrated under vacuum and the dried propolis ground to a fine powder. Ethanolic
extracts of propolis (EEP) were prepared by adding 2 g of the specimens of propolis to 25
ml of 10 - 95% ethanol in test tubes (3 x 30 cm) and shaking at 70°C for 30 min. After

extraction, the mixture was centrifuged to obtain the supernatant. The various ethanolic
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extracts of propolis were used in this study. On the other hand, a water extract of propolis
(WEP) was prepared as described by Matsushige et al. ” The appearances of the WEP and
the 10 to 50% EEP presented a yellow color and the 60% EEP was a greenish yellow. As

the percentage of ethanol further increased, so this green color became deeper and deeper.

The absorption spectra of the propolis extracts were prepared using mixtures of 25
ul of the extracts and 30 ml of 80% ethanol, the mixtures being scanned at wavelengths
between 200-500 nm by UV spectrophotometer. The absorption spectra of WEP and EEP
showed similar peaks, with maximum absorption at 290 nm. However, the degree of
absorption at 290 nm was variable, depending on the ethanol concentration. WEP showed
the lowest absorption, and with the EEP, the absorption increased with increasing
concentration of ethanol up to 80%. The EEP obtained with 90 and 95% ethanol showed
decreasing absorption at 290 nm. Previously, it was reported that the appearance of
absorption bands in the range from 270-330 nm was attributable to flavonoids and
phenols.>” Therefore, these results indicate that the highest concentrations of flavonoids
were liberated from the propolis when using 80% ethanol. On the other hand, mixtures of
EEP, aluminium nitrate and potassium acetate, which were prepared as described in
references 10 and 11, changed the spectrum completely, with the production of a new peak
with maximum absorption at 310 nm. The change in maximum absorption was due to the
formation of metal (aluminium) complexes with the flavonoids. Most of the naturally-
occuring compounds of the flavonoids are polyphenols which contain one or more of the O-
dihydroxyl and the hydroxy-keto groups that are involved in the complex formation with
metals. The formation of metal-flavonoid complexes induces a shift in the maximum
absorption spectrum.'®'" It was shown that the sample from the 80% EEP contained the

highest concentrations of flavonoids.
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A quantitative analysis of the flavonoids was done by RP-HPLC, using a
chromatograph equipped with a YMC PACK ODS-A column. The mobile phase was acetic
acid:methanol:water (5:75:60, by v/v) and the flow rate was 1 ml/min and detection with a
diode array detector. Chromatograms were recorded at 254 nm. The quantities of
flavonoids in the extracts of propolis were calculated by using authentic standards of
flavonoids purchased from Extrasynthese A.A. Co., France. An HPLC analysis of the WEP
did not show any flavonoids peaks, except for traces of quercetin and pinocembrin, but
increasing concentrations of ethanol produced large peaks of flavonoids. Identification of
the flavonoids was confirmed by single peaks when the sample was co-injected with
authentic flavonoid standards and the quantities of flavonoids were also estimated by using
authentic standards. Figure 1 illustrates the relationship between the quantities of
flavonoids in the EEP and the percentage of ethanol. It was noted that 60% ethanol
extracted the most isosakuranetin, quercetin, and kaempferol from the propolis, the
amounts then decreased with further increases in the ethanol concentrations, while the most
pinocembrin and sakuranetin were extracted with 70% ethanol. Furthermore the highest
concentrations of kaempferide, acacetin, and isorhamnetin were extracted when 80%
ethanol was used.

An examination of propolis sensitivity to pathogenic bacteria was done by
inoculating an actively growing nutrient broth culture of pathogenic Staphylococcus aureus
in to nutrient agar plates with sterile swabs which were dipped in broth culture and applied
to the extracts of propolis disk on the inoculated plate, and incubated overnight at 37°C.
The extracts of propolis disks were prepared by submerging Whatman filter paper n° 3 (5 x
I mm) in the extracts of propolis and drying them under low vacuum at room temperature
overnight, and then incubating at 60°C for 4 h.'? The results of the test for the sensitivity of

the propolis samples to Staphylococcus aureus are shown in Table 1. The samples of WEP
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and 10 and 20% EEP did not inhibit microbial growth but 30% EEP inhibited it slightly
(0.5 mm zone of inhibition). Sixty to 80% EEP strongly inhibited microbial growth (1.5
mm zone of inhibition), then inhibition decreased with increasing ethanol concentrations. In
fact, Metzner et al.'” reported that flavonoids such as galangin, pinocembrin, and
pinobanksin inhibited Bacillus sp, Staphylococcus aureus, Candida sp, etc. As shown in
Figure 1, sixty to 80% EEP extracted the highest pinocembrin concentration.

The antioxidant activity was measured by the coupled oxidation of B-carotene and
linoleic acid as described in references 14, 15 and 16. The results of the examination for
antioxidant activity are illustrated in Figure 2. These results indicated that all the samples of
WEP and EEP showing antioxidant ability, and that 70 and 80% EEP demonstrated the
greatest antioxidant activity, followed by the 90, 60, 50 and 40% EEP in that order, the
WEP and 20% EEP showed the lowest antioxidant activity. The antioxidant activity of the
WEP and EEP is due to the presence of flavonoids. The antioxidant ability of flavonoid
compounds has been well established in the literature.'*'® We intend to isolate the
individual flavonoids and find out which of the flavonoids act as antioxidants.

The inhibition of hyaluronidase activity was measured as described in references 17
and 18. The inhibitory effects of the WEP e-md EEP on hyaluronidase activity were
investigated and the results are shown in Figure 3. It is apparent that the 80% EEP showed
the highest inhibition of hyaluronidase activity, then decreased with increasing ethanol
concentration, while WEP and 10% EEP did not inhibit the enzyme activity. Previously it
was reported that hyaluronidase activity is related to an inflammatory process of animal
tissues.'*?” From these results, we intend to verify further that the inhibition of

hyaluronidase activity really acts as an anti-inflammatory action in the next step.
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Fig. 1. Relationship between Quantities of Flavonoids in the Ethanolic Extracts of Propolis

and the Percentage of Ethanol. The experimental method is described in the text.
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Fig. 2. Antioxidant Activity of Water and Ethanolic Extracts of Propolis. Mixtures of 0.5-
ml of respective propolis extracts and 5.0-ml samples of the emulsion, which
contained linoleic acid, Tween 40 and B-carotene as substrate, were incubated at 40°C

and the absorption at 470 nm read in the spectrophotometer.
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Fig. 3. Inhibition of Hyaluronidase Activity by Water and Ethanolic Extracts of Propolis.
Mixtures of 50 pl of the respective propolis extracts, 0.5-ml of 0.1 M acetate buffer,
pH 3.6, which contained 0.6 mg potassium salt of hyaluronic acid (Sigma Co.) and
0.15 M NaCl, and 50 pl of same buffer containing 350 units of hyaluronidase (Type
IV-S: from bovine testes, Sigma Co.) were incubated at 37°C for 40 min. After
incubation, 0.1-ml of 0.8 M potassium tetraborate was added and the reaction
mixtures were boiled for 3 min, and then 3-ml of p-dimethilaminobenzaldehyde
added. After 20 min of reaction at 37°C, all tubes were measured for absorbance at

-585 nm using water as a control. 0 - represents water extract.
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Table 1. Antimicrobial Activity of Water and Ethanolic Extracts of Propolis to
Staphylococcus aureus

Extracts of propolis Zone of inhibition of
microbial growth
(mm)

water extract 0

10% ethanol 0

20% 7 0

30% 7 0.5
40% ” 1.0
50% 1.0
60% 7 15
70% 7 1.5
80% 1.5
90% ” 1.0
95% 7 1.0
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EVALUATION OF ETHANOLIC EXTRACTS OF PROPOLIS FROM BRAZIL
AND KOREA BY PHYSICOCHEMICAL AND BIOLOGICAL METHODS

Masaharu Ikegaki & Yong K. Park

Abstracts

Four specimens of propolis, collected by 4pis mellifera, were obtained from Southeastern
and Southern Brazil and South Korea. The respective propolis were extracted with 80%
ethanol. The ethanolic extracts of propolis (EEP) were analyzed by UV-spectrophotometer,
reversed phase high performance thin layer chromatography (RP-HPTLC) and reversed
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC). RP-HPTLC indicated that the
quality of the flavonoid aglycones of EEP from South Korea was closely similar to EEP
from Southern Brazil, but different compared to the EEP from Southeastern Brazil. Eleven
flavonoid aglycones were identified in the EEP from Southern Brazil and South Korea,
whereas 6 flavonoid aglycones were identified in the EEP from Southeastern Brazil. The
EEP from Southern Brazil and South Korea showed more inhibition of the growth of

Staphylococcus aureus than EEP from Southeastern Brazil.

1. INTRODUCTION

Propolis is a resinous hive product collected by bees from tree buds and mixed with
beewax, which they secrete. It is used by bees as a glue to seal the opening of the hives
(GHISALBERTI, 1979). Some authors affirm that bees modify the composition of the
original propolis by the action of B-glucosidase, which they secrete while collecting the
propolis. This hydrolyzes the flavonoid heterosides into flavonoid aglycones (BANKOVA
et al., 1992).

It is known that the ethanol extract of propolis exhibits various pharmacological
activities such as antibacterial (BONHEVI et al., 1994), antiviral (DEBIAGGI et al., 1990),
fungicidal (PEPELINJAK et al., 1982), immunostimulatory property (DIMOV et al.,
1998), local anesthetic (GHISALBERT], 1979), anti-ulcer (KOROCHKIN et al., 1986),
anti-inflammation (MIYATAKA et al., 1997) and anti tumoral activity (MATSUNO et al.,
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1997). The medical applications of propolis preparations have led to an increased interest in
its chemical composition as well as in its origin. So far, polyphenolic compounds have been
mainly been identified in the propolis collected by Apis mellifera in different regions. In
some kinds of propolis, the main polyphenols are flavonoid aglycones, accompanied by
phenolic acids and their esters, phenolic aldehydes, alcohols and ketones (GREENWAY et
al., 1990).

It was also found that the polyphenols of the propolis collected by Apis mellifera
were qualitatively and quantitatively variable, depending on the regional plant ecology. A
previous report on some components of Brazilian propolis, showed that the concentrations
of total flavonoids and quality of the flavonoid aglycones were significantly variable,
depending on the environmental plant ecology and the genetic variety of the bees (PARK et
al., 1997, KOO & PARK, 1997).

The objective of this research was to investigate the flavonoid aglycones of
ethanolic extracts of propolis from Southeastern and Southern Brazil and South Korea. An
attempt was also made to examine the ethanolic extracts of the propolis for antibacterial

activity.

2. MATERIALS AND METHODS

Propolis. Approximately, 50g of propolis collected by Apis mellifera, were obtained from
the States of Minas Gerais and S3o Paulo, both located in Southeastern Brazil, and the State
of Rio Grande do Sul (Southern Brazil). Propolis from South Korea (SK) was collected
near Taegu, Kyung-Buk. The specimens of propolis were dehydrated under vacuum and the
dried propolis ground to a fine powder. In the case of propolis from Southern Brazil and

Korea, they did not solidify and remained as highly viscous materials.

Preparation of ethanolic extracts of propolis (EEP). Two grams samples of propolis
were mixed with 25 ml of 80% ethanol, and shaken at 70°C for 30 min. After extraction,
the mixture was centrifuged to give the supernatants. These supernatants were used for this

Investigation.
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Measurement of the absorption spectra of EEP using a UV-spectrophotometer. 25 L
EEP were mixed with 30 mL of 80% ethanol, and the mixture scanned to obtain the
absorption spectra with the range of wavelength between 200 ~ 400 nm using a UV-

spectrophotometer.

Reversed phase high performance thin layer chromatography (HPTLC) of EEP.
HPTLC precoated plates of silica gel RP-18 F»s5,S were purchased from Merck Co. EEP, 3
uL or 5 pL was applied to the lower edge of the plate, and ascending chromatography run
using a mobile phase of ethanol : water (55:45, v/v). The detection of flavonoids was

carried out using a UV detector at 366 nm.

Reversed phase high performance liquid chromatography (HPLC) of EEP. A
quantitative analysis of the flavonoids was performed by reversed phase HPLC using a
chromatograph equipped with aYMC PACK ODS-A column. The mobile phase was acetic
acid : methanol : water (5:75:60, by vol.), the flow rate 1 mL/min and detection using a
diode array detector. Chromatograms were recorded at 254 m. The quantities of flavonoids
in the extracts of propolis were calculated by using authentic standards of flavonoids

purchased from Extrasyntheses A.A. Co., France.

Examination of propolis sensitivity to pathogenic bacteria. Actively growing nutrient
broth cultures of pathogenic Staphylococcus aureus coagulase positive bacteria were
inoculated in to nutrient agar plates with sterile swabs which were dipped in broth culture
and applied to the extracts of propolis disk on the inoculated plate, and incubated overnight
at 37°C. The extracts of propolis disks were prepared by submerging Whatman filter paper
No. 3 (5 x 1 mm) in the extracts of propolis, drying at overnight at low vacuum and room
temperature, and then incubating a 60°C for 4 hours (BLAIR e al., 1958; PARK et al.,
1997).
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III- RESULTS AND DISCUSSION

Most of the propolis preparations, which are commercially available in many
countries, are ethanolic extracts of propolis, and these extracts are used as folk medicine or
ingredients of functional foods. Unfortunately, the propolis preparations are used with
knowledge of the exact chemical composition. As mentioned above, the propolis contained
polyphenolic compounds, but the distributions of these compounds are variable depending
on the plant ecology and genetic variety of the bees (PARK et al., 1997; KOO & PARK,
1997). Therefore, we attempted to analysis the flavonoid aglycones in the ethanolic extracts
of propolis from 4 different regions. In case of the propolis from SK, 5 samples of propolis
were collected from different regions in SK. One sample from SK showed high amounts of
flavonoids, whereas the rest of the samples showed only trace amounts of flavonoids.
Therefore the samples which contained high amounts of flavonoids, were used in this

study.

UV absorption spectra of EEP. The UV absorption spectra of 4 samples of EEP are
shown in Fig. 1. Samples from SP and MG which are located in Southeastern Brazil,
showed one main absorption band at 300 nm, whereas the SK (South Korea) and RS
(Southern Brazil) samples also showed one main absorption band at 290 nm. F urthermore,
the shape of the absorption band at 300 nm was similar, and the absorption band at 290 nm
showed another type of similarity of shape as compared to the absorption band at 300 nm.
It is also interesting that the colors of the ethanolic extract of propolis (EEP) from SK and
RS are reddish brown but from SK is the denser than the others. Extracts from MG and SP

are yellowish green and those from MG are denser than SP.
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Fig. 1. Absorption spectra of 80% ethanolic extract of propolis.

Previously, we reported that 90 samples of propolis collected from all over Brazil,
showed maximum absoption in the range from 290 to 310 nm and this interval represent the
total flavonoids concentrations (PARK e al., 1997). It was also reported that the
appearance of absorption peaks at 270 ~330 nm was attributable to flavonoids and phenols
(MARKHAM, 1982). The results of absorption in the range from 290 to 310 nm of EEP are
shown in Table 1. It was found that the maximum absoption at 290 nm of EEP from SK
was 2,200, which is greater than that from RS, SP and MG.
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Table 1. Absorbance of ethanol extract of propolis at 290 ~300 nm.

80% Ethanol extracts of propolis ~ Absorbance at 290 nm _ Absorbance at 300 nm

South Korea (SK)0 2,200
Rio Grande do Sul (RS) 1,300
Sdo Paulo (SP) 1,250
Minas Gerais (MG) 1,350

SP & MG: located in Southeastern Brazil; RS: located in Southern Brazil.

Reversed Phase HPTLC. Four samples of EEP were examined by RP-HPTLC and the
results are shown in Fig.2. It was found that the chromatograms of EEP from MG and SP
showed similar patterns, whereas the patterns of EEP from SK and RS were also similar.
The similarity of thechromatograms of EEP from Southeastern and Southern Brazil has
already been reported by this laboratory (PARK et al., 1997). The dissimilarity of
chromatograms of EEP means that the distribution of flavonoids, including other
polyphenolic compounds, in propolis, is different. It is interesting to note the similarity of
the chromatograms of EEP from RS and SK. Therefore, a further study of the plant

ecology, where the samples of propolis were collected is desirable.
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Fig. 2. Reversed phase high performance thin layer chromatography (RP-HPTLC) of the
ethanol extract of propolis. (1 =RS;2=SK;3=MG;4=SP/1,2,3 & 4 - applied 3 uL of EEP /17, 2,
3’ & 4" - applied 5 uL EEP).

Reversed Phase HPLC. The results of RP-HPLC are demonstrated in Fig. 3. The
chromatograms of RP-HPLC of EEP from SP and MG also showed similar patterns of
phenolic profile and 6 flavonoid aglycones were identified: quercetin, kaenferol,
isorhamnetin, pinocembrin, acacetin and kaempferide. On the other hand, patterns of the
RP-HPLC chromatograms of EEP from RS and SK were completely different from those of
the SP and MG, and the EEP from RS and SK contained 11 flavonoid aglycones such as
quercetin, kaempferol, apigenin, rhamnetin, pinocembrin, sakuranetin, chrysin, acacetin,
galangin, kaempferide and tectochrysin. Pinocembrin, sakuranetin and chrysin contained
another unknown compound as shown in Fig 3. It is apparent that EEP from SK and RS
contained more flavonoid aglycone than the EEP from MG and SP. F urthermore, EEP from
RS and SK contained higher concentrations of galangin, whereas the EEP from SP and MG
were absent. Previously, METZNER ez al. (1979) reported that galangin, pinocembrin and

pinobanksin acted as antimicrobial agents.
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Fig. 3. Reversed phase high performance liquid chromatography. 1) quercetin; 2) kaempferol; 3)
apigenin; 4) isorhamnetin; 5) rhamnetin; 6) sakuranetin; 7) pinocembrin; 8) isosakuranetin; 9) chrysin; 10)
acacetin; 11) galangin; 12) kaempferide; 13) tectochrysin; ?) One unknown compound; ??) three unknown
compounds.

Antimicrobial Activity of EEP. The sensitivity of Staphylococcus aureus, a coagulase

positive bacteria, to EEP was performed and the results are shown in Table 2.

Table 2. Antimicrobial activity of water and ethanolic extracts of propolis to coagulase

positive Staphylococcus aureus.

Propolis Extract Zone of inhibition of microbial growth (mm)

RS 2.0
SK 3.0
SP 1.0
MG 1.0

Its is apparent that the EEP from SK and RS showed more inhibition of the growth
of §. aureus than the EEP from SP and MG. Previously, it was reported that the same EEP
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from RS showed the highest inhibition of glucosyltransferase of Streptococcus mutans,
which causes dental caries, and growth of this bacteria (PARK et al., 1998).

Finally, it is concluded that the quality of the flavonoids in propolis is variable
depending on the regions where the samples were collected. Therefore, further studies are

required.
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