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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades fisico-quimicas, identificando e
quantificando os compostos fendlicos presentes nas prépolis coletadas por Apis mellifera
no Estado de Sao Paulo; bem como, estudar suas atividades bioldgicas antioxidante,
antiinflamatéria e antimicrobiana. Assim, foram coletadas 50 amostras de propolis, em 19
apiarios diferentes localizados no Estado de S3o Paulo. Foi realizada uma coleta
direcionada ao longo do ano, para comparagdo da composi¢do quimica da propolis nas

diferentes floradas.

As amostras de propolis bruta apresentaram coloragdo esverdeada e consisténcia

rigida, sendo que a obtengdo do extrato foi feita a quente com etanol 80%.

Através da espectrofotometria na regido UV-Visivel e da cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAE), e considerando-se a vegetagdo predominante na época
da coleta, as amostras foram separadas em nove grupos distintos representados pelas
amostras SE1 (laranja), SE2 (pinus), SE4 (eucalipto), SE5 (alecrim), SE10, SE12, SE17
(assa-peixe), SE18 (rubim) e SE19 (capixingui).

As amostras foram analisadas quanto ao teor de flavondides totais, apresentando
diferencas significativas pelo Teste de Tukey a 5%; sendo que a amostra SE19 apresentou
maior teor de flavonodides (87,60 mg/g) enquanto que a amostra SE18 mostrou quantidade

muito baixa (<1,0mg/g).

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) detectou a presenca
dos compostos 4cido cumarico, acido ferrulico, pinobanksina, kamferol, isosakuranetina e
kamferide na maioria das amostras analisadas, variando apenas as quantidades encontradas.
A maior variabilidade na composi¢do quimica foi observada na amostra SE12, que
apresentou rhamnetina, pinocembrina, crisina e tectocrisina, além dos compostos ja citados.

Na amostra SE18 detectou-se somente a presen¢ca de pinocembrina. Além disso, as



amostras SE4 e SE2 apresentaram composi¢ao quimica diferente das demais, sendo que na
primeira também foi detectada a presenca de quercetina, enquanto que na amostra SE2 nio

foi observada a presencga de pinobanksina e kamferol.

O estudo da atividade antimicrobiana mostrou grande variagdo na inibi¢cdo do
crescimento dos microrganismos Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans pelas
amostras, sendo o maior potencial observado na amostra SE19, e nenhuma atividade das
amostras SE10 e SE18 contra os microrganismos testados. Estes resultados apresentaram

correlagdo com o teor de flavondides totais.

Todas as amostras apresentaram alta atividade antioxidante, com excegdo da
amostra SE18. Observou-se também que todos os extratos etandlicos de propolis
apresentaram inibi¢do da enzima hialuronidase variando de 11,2 a 29,2%, indicando

atividade antiinflamatoéria.

Frente aos resultados encontrados constatou-se que as propolis do Estado de Sdo

Paulo apresentam pequena variabilidade na sua composigdo quimica, bem como nas suas

propriedades bioldgicas.



ABSTRACT

The aim of this work was to analyse the physico-chemical properties, identifying
and quantifying the phenolic compounds, presented by the propolis collected by Apis
mellifera in S3o Paulo State, as well as to study their biological activities, such as

antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial properties.

Fifty samples of propolis were collected, from 19 different apiaries located in Szo
Paulo State. An organized collect, was realized throughout the year to compare the

chemical composition of the different flowerings.

The samples of crude propolis presented green coloration and hard consistency, the
extract being obtained with hot 80% ethanol.

Using Ultraviolet-Spectrophotometry and High Performance Thin Layer
Chromatography (HPTLC), and considering the predominant vegetation in the period of the
collection, the samples were grouped into nine different groups, represented by the samples
SE1 (Citrus sinensis), SE2 (Pinus sp.), SE4 (Eucalyptus citriodora), SE5 (Baccharis
dracunculifolia), SE10, SE12, SE17 (Vernonia polyantes), SE18 (Leonorus sibiricus) and
SE19 (Croton floribundus).

The specimens were analysed as to the total flavonoid contents, presenting
significant differences at 5% in the Tukey test ; sample SE19 showing the greatest

flavonoid content (87.60 mg/g) while sample SE18 showed a very low quantity (<1.0

mg/g).

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) detected the presence of the
compounds cumaric acid, ferulic acid, pinobanksin, kaempferol, isosakuranetin and
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kaempferide in the majority of the samples analysed, differing only inthe quantities foward.
The main diversity in chemical composition, was observed in sample SE12 which
presented rhamnetin, pinocembrin, chrysin and tectochrysin besides the compounds already
mentioned. In sample SE18 only the presence of pinocembrin was detected. Besides this,
differences were observed in the sample SE4 because of the presence of quercetin, and

sample SE2 that did not present pinobanksin and kaempferol.

The study of the antibacterial activity showed great variation in the inhibition of the
growth of the microorganisms Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans by the
samples, the major potential being observed in sample SE19, and the samples SE10 and
SE18 which failed to present any activity against the microorganisms tested. These results

showed correlation with the total flavonoid contents.

All the samples presented high antioxidant activity, except sample SE18. It was
observed that all the ethanolic extracts of propolis presented inhibition of the enzyme
hyaluronidase , that is, anti-inflammatory activity, with values around 11.2 and 29.2%.

Faced with the results, it was concluded that the propolis of the S3o Paulo State
presented low variation in their chemical composition, as well as in their biological

properties.



1. INTRODUCAO

Nas tltimas décadas tem se observado um interesse cada vez maior pelas medicinas
alternativas e terapias naturais. Dentre elas, os produtos apicolas, como mel, prépolis,
geléia real e polen, tém encontrado grande aceitagdo, principalmente devido as suas
propriedades terapéuticas, originando assim, um novo ramo na medicina denominado

Apiterapia.

Ha evidéncias da utilizagio da propolis desde 300 A.C., como por exemplo, no
Egito Antigo, onde era usada para embalsamar mortos, como medicamento e
antisséptico. Na Italia, no seéculo XVII, foi usada em vernizes, especialmente para
violinos. Além disso, um preparado de prépolis e vaselina, que possuia propriedades

antibacterianas, teve grande aplicacio na Guerra de Béer, na Africa (Ghisalberti, 1979).

Propolis € o nome genérico dado a uma substincia resinosa, de coloragdo e
consisténcia variadas, coletada pelas abelhas das diversas partes da planta, como broto,
botdes florais e exsudados resinosos, que sdo misturados a cera (Koo & Park,1996). As
abelhas modificam a composi¢do da propolis original pela agdo da B-glucosidase, que
elas secretam durante a coleta, hidrolisando os flavondides glicosilados em flavonédides

agliconas (Park et af ., 1997).

A palavra prépolis deriva do grego pro-, em defesa, e polis-, a cidade, significando,
defesa da cidade (no caso, da colméia) (Burdock, 1998). As abelhas utilizam a prépolis
para selar buracos na colméia, e embalsamar invasores mortos dentro da colméia,

evitando assim sua deterioragao (Marcucci et al ., 1996).

Em geral, a propolis € composta por 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera,
10% de dleos aromaticos e essenciais, 5% de polen e 5% de varias outras substancias,
incluindo microelementos, como aluminio, calcio, estroncio, ferro, cobre, manganés e
tragos das vitaminas B, B,, Bs, C e E (Burdock, 1998).



A composi¢do quimica da prépolis € muito complexa: pelo menos 200 constituintes
foram identificados até agora, incluindo 4cido benzdico e ésteres, 4cidos fendlicos
substituidos e ésteres, flavonodides (flavonas, flavanonas, flavondis, dihidroflavonéis,
chalconas), terpenos, B-esteréides, enzimas, amino acidos livres e conjugados (Macucci
et al., 1996). E importante ressaltar, que esta composi¢do quimica varia dependendo da
ecologia vegetal de cada regido, sendo que a quantidade e qualidade dos flavonédides
vao depender da variedade vegetal de onde a prépolis é coletada além do tipo de abelha
(Koo & Park, 1997).

As abelhas atualmente encontradas no Brasil s3o geneticamente distintas daquelas
encontradas, por exemplo, na Europa e América do Norte. No Brasil houve hibridizagio
entre as abelhas européias 4. mellifera mellifera e A. mellifera lingustica com a abelha
africana A. mellifera scutellatai, apds sua introdugiio no final de 1950. Desta forma, as

abelhas A. mellifera no Brasil sdo denominadas africanizadas (Negri et a/ ., 1998).

As fontes vegetais de propolis das regides de clima temperado, como Europa e
América do Norte, foram caracterizadas como sendo o choupo, Populus L. Essa espécie
vegetal também pode ser encontrada na Asia e Norte da Africa. Entretanto, no Brasil, as
pesquisas ainda s@o recentes e acredita-se que as abelhas tenham encontrado outras

fontes, uma vez que ha uma grande diversidade vegetal nas florestas tropicais.

As pesquisas sobre propolis vém se intensificando a partir da década de 60, quando
cientistas se interessaram em investigar sua composi¢do quimica e propriedades
bioldgicas, encontrando diversas agdes farmacoldgicas: anti-viral, anti-bacteriana,
fungicida, imunoestimulante, anestésico local, anti-tilcera, anti-hipertensiva, suprimir o
crescimento de tumores, anti-inflamatéria, entre outras. Além disso, a prépolis tem sido
usada em alimentos e bebidas visando a manutengio e melhoramento da saide humana,
bem como em pastas de dentes (anti-carie) e cosméticos (Bankova et al/ ., 1995;
Miyataka et al ., 1997).



Tem havido um interesse crescente no mercado mundial pela prépolis produzida no
Brasil, entretanto hd uma completa falta de critérios para o controle de qualidade e
padronizag3o das amostras (Woisky,1998). Algumas pesquisas demonstram a grande
variabilidade da composi¢do quimica da prépolis tropical, mostrando a necessidade de
investigagbes mais profundas da sua atividade biolégica e composi¢do quimica
(Marcucci et al ., 1998).

Este trabalho apresenta um estudo da composi¢@o quimica e propriedades biolégicas

das prépolis provenientes do Estado de Sdo Paulo.



2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades fisico-quimicas, identificar e
quantificar os compostos fendlicos presentes nas propolis coletadas no Estado de Sio
Paulo; bem como, estudar suas atividades bioldgicas antioxidante, antiinflamatéria e

antimicrobiana.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Anilise da Composi¢io Quimica da Prépolis

Durante as primeiras décadas do século XX, os relatos sobre a composigio da
propolis bruta eram quanto a classe de compostos em geral, e pouca atengio era dada a
purificagdo e investigagdo das fragdes individuais. Excegbes dignas de nota foram
encontradas nos trabalhos de Kustenmacher, que identificou o 4lcool cinamil e o 4cido
cindmico como sendo constituintes da propolis, e Dietrich que detectou tracos de 4-hidroxi-
3-metoxibenzaldeido (vanilina). Cerca de dezesseis anos mais tarde, em 1927, Jaubert
encontrou que a cor da cera de abelha era devido a presenga do flavonédide 5,7-

diidroxiflavona (crisina), que também poderia ser isolado da prépolis (Ghisalberti, 1979).

Nenhum outro relato de identificagdo de algum componente da prépolis foi feito até
1969. A falta de interesse e atividade ocorreu, provavelmente devido a sua natureza e falta

de técnicas apropriadas de separagio e analise (Ghisalberti, 1979).

Aplicando técnicas modernas de separagdo e identificagdo dos componentes da
propolis, em 1969, Popravko (citado por Ghisalberti, 1979) isolou seis flavondides: 5,7-
dihidroxi-4’-metoxiflavona (acacetina); 5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona; 3,5, 7-trihidroxi-4’-
metoxiflavona (kamferide) ; 3,4’,5-trihidroxi-7-metoxiflavona (rammnocitrina); 5,7-
dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona e 3,5-dihidroxi-4’,7-dimetoxiflavona. Duas flavanonas: (-)-
5-hidroxi-7-metoxiflavanona (-(-)-pinostrobina) e (-)-5-hidroxi-7-metoxiflavanona, além de

um simples composto aromatico 3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido (isovanilina).

Durante a década de 70, outros compostos fendlicos foram identificados como:
3,5,7-trihidroxiflavona  (galangina); S,7-dihidroxiflavanona (pinocembrina); 5,7-
dihidroxiflavona (crisina); S-hidroxi-7-metoxiflavona (tectocrisina); 3,5-dihidroxi-7-
metoxiflavona (isalpinina) (Ghisalberti, 1979).



Existem varias pesquisas na literatura cientifica sobre técnicas de analise de
compostos fendlicos e seu comportamento cromatografico. Acidos fendlicos e flavonéides
de vinho foram analisados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Primeiramente, estudando a separagio dos acidos fendlicos, os autores comprovaram que
os componentes polares eluiam antes dos ndo polares, comportamento tipico de sistemas
em fase reversa. Também constataram que um substituinte metoxil diminui a polaridade,
aumentando a reten¢do, diferindo da diminuigéo da retengdo provocada pela adi¢3o de um
grupo hidroxil. Os autores estudaram ainda, a influéncia do grupo carbonil na posigio 4,
sobre a polaridade dos flavonoides, e observaram que os grupos hidroxila nas posicdes 3 e
5 interagiam com o ceto grupo da posi¢do 4, diminuindo assim sua polaridade. Também
foram relatadas as vantagens da CLAE, em relagdo a cromatografia gasosa nas anélises de
propolis, pois a técnica de cromatografia gasosa apresentava problemas de degradagio

térmica e necessitava de uma etapa adicional de derivatizagdo (Wulf & Nagel, 1976).

Foi descrita a separag@o de compostos fendlicos, dentre eles os flavondides, por trés
métodos cromatograficos: cromatografia em camada delgada de alta performance,
cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa . Os autores investigaram a
cromatografia de particdo, utilizando cromatoplacas RP-2, RP-8 e RP-18, sendo que a
segunda apresentou melhor resolugdo com um sistema de fase moével simples composto por
etanol e agua, na propor¢do de 45:55 (v/v). Na andlise por CLAE, a presenca de
flavondides no extrato bruto nao interferiu na identificagdo dos acidos aromaticos e fenois;
entretanto, a presenga destes interferiu na separa¢do dos flavondides. Além disso, os
autores salientaram a boa separacdo dos compostos fenolicos por cromatografia gasosa,
sendo considerado o melhor método para este fim, apesar das limitacdes como a
necessidade de derivatizagdo e da degradagdo térmica, além de problemas de eluigdo dos
flavondides acacetina e apigenina e da separagao dos flavonéides heterociclicos (Vanhaelen

& Vanhaelen-Fastre, 1980).

Foi descrito um método para analisar flavondides agliconas através da
cromatografia em camada delgada de alta performance (HPTLC) em placas prontas RP-18

(Merck) e SilC;3-50 (Macherey and Nagel). Foram utilizados como eluentes: acido acético



IM em 60% de metanol, acido acético 1M em 50% de metanol, acido acético:metanol:agua
(3:3:4, v/v), amoénia 0.1M em 55% de metanol ou hexano:acetato de etila: dcido acético
(72:27:1). Apbs a elui¢do os flavondides foram visualizados sob luz U.V. a 254 e 366nm.
Foi observada a relagdo entre o comportamento cromatogréfico dos flavonéides agliconas,
com 0 numero € a posi¢do de seus grupos hidroxila. Os flavonéides com maior niimero de
hidroxilas apresentaram maiores Rfs, com excegio da galangina e quercetina que
apresentavam pequena diferen¢a nos Rfs, quando comparadas com outros flavonéides de
mesmo numero de hidroxilas. Segundo a autora, a presenga de um grupo hidroxila na
posi¢do 3, como na galangina e quercetina, ndo resulta em aumento da polaridade da
molécula, devido a interagdo deste grupo hidroxila com o grupo carbonil na posi¢do C-4
(Heimler, 1986).

Com o propésito de se obter uma avaliagdo rapida da qualidade da prépolis, foi
descrito um método analitico utilizando cromatografia em camada delgada (CCD). Os
autores utilizaram 2 sistemas de solventes, tolueno:cloroférmio:acetona (40:25:35, v/v) e
hexano:acetato de etila:acido acético (60:40:3), cujas placas foram observadas sob luz U.V.
a 254 nm. Também foram observadas diferengas na distribuigdo dos componentes das

propolis provenientes de regides geograficas diferentes (Ackermann ef al., 1991).

Foi analisada uma amostra de propolis comercial da Bulgaria através da
cromatografia capilar gasosa, para determinagdo de seus compostos fendlicos com
atividade bioldgica. Foi detectada a presenca dos flavondides agliconas pinocembrina e

galangina, do acido caféico e de seu [-fenil-etil éster (Bankova et al ., 1992).

Quatro amostras de propolis do Brasil foram analisadas, sendo duas do Estado de
S@o Paulo, uma do Parana e outra do Ceard, por cromatografia gasosa e espectrofotometria
de massa. Os autores observaram que a composi¢ao da fragao polar da prépolis apresentava
caracteristicas diferentes quando comparada as prépolis provenientes das zonas temperadas
(como a Europa), com baixas concentragdes de flavondides e altas concentragdes de

hidroquinona, 4cidos hidroxibenzdico e principalmente 4cido dihidrocindmico. A



composi¢do dos constituintes volateis também apresentou diferengas significativas com a
das regides temperadas. As amostras de prépolis brasileiras n3o apresentavam B-eudesmol
e benzil benzoato, caracteristicos da zona temperada, porém apresentavam altas
concentragdes de acetofenonas mono e dipreniladas e pequenas quantidades de alguns
terpendides como sesquiterpendides, na sua maioria, e o-terpinol, 2Z 6E-farnesol,
espatulenol e ledol. Enquanto na propolis da zona temperada os ésteres do acido cindmico
predominam, no Brasil foram encontradas concentragdes significantes do 4cido
dihidrocindmico e seus ésteres. Os autores relataram que a diferenca na composicio

quimica da prépolis era devido a diferenga na fonte vegetal (Bankova ef al., 1995).

Foi identificada e quantificada a maior parte dos constituintes organicos de amostra
de propolis da Nova Zelandia por CLAE e espectrofotometria de massa - cromatografia
gasosa. Os autores notaram alta proporgdo (70%) de dihidroflavondides como:
pinocembrina, pinobanksina e pinobanksina 3-acetato. Dentre os compostos ndo
flavonodides presentes estavam os compostos aromaticos e pequenas quantidades de acidos
graxos. Os primeiros incluiam principalmente 4cidos cinamicos e seus ésteres, mas também
acido 5-fenil-trans-trans-2,4-pentadiendico € um novo produto natural, acido 5-fenil-trans-

3-pentendico (Markham et al ., 1996).

Amostras de propolis da Eslovaquia e Republica Checa foram analisadas por
cromatografia em camada delgada e os compostos encontrados foram: tectocrisina,
acacetina, crisina, genkvanina, apigenina, galangina-5-metil éter, pinobanksina-5-metil éter,
5,7,4 -trihidroxi-3,3’-dimetoxiflavona, 5,7,3’-trihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona, 5,7,3’,4’-
tetrahidroxi-3-metoxiflavona, 3,5,3°,4’-tetrahidroxi-7-metoxiflavona, 5,3°,4’-trihidroxi-3,7-
dimetoxiflavona, pinobanksina e alpinona. Além disso, utilizou-se um método
colorimétrico para a determina¢@o do contetido de flavanonas e dihidroflavondides, através
da formag¢@o de produtos coloridos com 2,4-dinitrofenil hidrazina em ac. sulftirico. O

conteudo de flavondides foi expresso como pinocembrina (Nagy & Grancai, 1996).



Foram isolados um conhecido flavonéide kaempferideo e uma nova lignana
benzofurana da prépolis do Brasil. O método descrito para o isolamento dos compostos foi
a extragdo com éter, sendo esse extrato submetido a coluna cromatografica em silica gel e
eluido com gradiente hexano-acetona, produzindo vérias fragdes. Apés repetidas colunas
cromatograficas em silica gel com hexano-acetona, cloroférmio-etil acetato e metileno
clorido-metanol, os compostos foram isolados. Os autores sugeriram o uso da nova lignana
como um provavel marcador taxonémico, dando novas possibilidades para identificagio

das fontes vegetais da prépolis de regides tropicais (Bankova ez al., 1996).

Foram isolados e identificados os principais constituintes fendlicos de amostra de
prépolis brasileira: trés flavondides, um 4acido cumdrico prenilado e duas novas
benzopiranas (E e Z 2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-benzopirana). Os trés
flavonéides foram: 4’-O-metil kaempferol, 5,6,7-trihidroxi-3,4’-dimetoxiflavona e
aromadendrina-4’-metil éter. O método utilizado foi a dilui¢do do extrato alcodlico em
agua seguido de sucessivas extragdes com n-hexano e acetato de etila, produzindo varias
fragbes. O extrato acetato de etila foi submetido a coluna cromatografica em silica gel,
eluido com gradiente cloroférmio — acetato de etila separando vérias fragdes. Os compostos
foram isolados apés repetidas purificagdes em colunas cromatograficas de silica gel e
eluigdo com cloroférmio-metanol e n-hexano-metiletilcetona; e cromatografia em camada
delgada preparativa em placas de silica gel com fases méveis cloroférmio-acetona, n-

hexano-acetona e n-hexano-metietilcetona (Boudorova-Krasteva et al., 1997).

Foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), flavonodides
e outros fenélicos de amostras de propolis da Tunisia, buscando correlagdes entre a origem
botanica e geografica e a composigdo quimica. Um novo flavonéide, miricetina 3,7,4°,5-
tetrametil éter foi detectado, sendo caracteristico de exsudados da folha de Cistus spp.
Outro composto foi identificado como quercetina 3,7,3’-trimetil éter. Os resultados
mostraram que em 4areas como a Tunisia, onde n#o ha choupo, caracteristicos de zonas
temperadas como a Europa, outras plantas foram usadas como fonte de prépolis (Martos et

al., 1997).



Foram isoladas trés novas (1, 3, 4) e duas conhecidas (2 e 5) lignanas da prépolis do
Chile. O composto 1 foi identificado como um coniferil 4lcool acetato trimérico e 0 3 como
o diastereoisdmero do coniferil dlcool acetato dimérico (2). O composto 4 foi identificado
como um dihidrobenzofurano lignana aldeido, que foi isolado juntamente com seu acetato
(5). As andlises foram realizadas utilizando-se cromatografia em camada delgada,

cromatografia liquida de alta eficiéncia e ressondncia magnética nuclear (Valcic ez al.,
1998).

Amostras de propolis do Egito foram investigadas por cromatografia em camada
delgada e cromatografia gasosa - espectrofotdmetro de massa. Foram identificados 39
compostos, sendo encontrados 8 compostos ndo descritos anteriormente: acido piruvico,
oleato de etila, dodecil cafeato, tetradecil cafeato, tetradecenil cafeato, hexadecil cafeato,

cicloartenol e B-amirina (Cristov ef al., 1998).

Duas amostras de propolis do Estado de S#o Paulo foram analisadas por
cromatografia gasosa - espectrofotometro de massa , sendo identificados 39 compostos
sendo 8 novos: 4cido dihidroferilico, acido dehidroabiético, acido abiético, B-amirina, dois
alcoois triterpénicos do tipo amirina, isémero do lanosterol com dupla ligagdo 9(11) e 3-
vanilil propanol. As duas amostras mostraram algumas similaridades na sua composigdo
qualitativa. Em uma, os acidos cumaricos € seus derivados prenilados predominaram,
enquanto que na outra os alcoois triterpénicos foram os constituintes principais (Marcucci

et al., 1998).

O extrato etandlico da amostra de prépolis de Minas Gerais (Brasil) foi analisado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo identificados 24 compostos, sendo 5
flavonéides: isosakuranetina (1), pinocembrina (2), dihidrokamferide (3), kamferide (4) e
betuletol (5); 3 compostos fendlicos: (+)-treo-1-C-guaiacilglicerol (6), &acido 3,4-
dihidroxibenzéico (acido protocatecéico) (7) e 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido (vanilina)
(8); 6 acidos cafeoilquinicos: acido 3-cafeoilquinico (acido clorogénico) (9), acido 4-

cafeoilquinico (10), acido 5-cafeoilquinico (11), dcido 3,4-dicafeoilquinico (12), 4cido 3,5-



dicafeoilquinico (13), 4cido 4,5-dicafeoilquinico (14); 10 derivados do acido cinimico:
acido 4-hidroxicinamico (4cido p-cumérico) (15), 4cido 3-(4-hidroxifenil) propanéico
(acido 2,3-dihidro-p-cumaérico) (16), acido 3,4-dihidroxicindmico (4cido cafeico) 17,
acido  3-prenil-4-hidroxicindmico  (drupanina)  (18), 4cido  3-prenil-4-(2,3-
dihidrocinamoiloxi) cindmico (19), acido 3-prenil-4-(2-metilpropioniloxi) cindmico (20),
acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (artepilina C) (21), acido3-(2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-
benzopiran-6-il)-2-propendico (22), sendo dois novos compostos: acido (E)-3-(2,2-dimetil-
3,4-dihidro-3-hidroxi-8-prenil-2H-1-benzopiran-6-il)-2-propendico (23) e acido (E)-3-[2,3-
dihidro-2-(1-hidroxi-1-metiletil)-7-prenil-benzofuran-5-il]-2-propenédico (24). Os
compostos 1, 2, 18, 19, 20 e 21 sdo constituintes das espécies de Baccharis, que pode ser

uma possivel fonte da propolis desta regido (Tazawa ef al., 1998).

Fragdes extraidas com acetona e hexano, e nio derivatizadas da prépolis coletada
em Sapucaia, Estado do Rio de Janeiro (Brasil), onde predomina a flora de Citrus spp. €
Vernonia polyantes, foram analisadas por cromatografia gasosa de alta resoluc@o acoplada
a espectrometria de massa. Viérios compostos, incluindo flavondides agliconas, acidos
fendlicos e compostos de alto peso molecular foram caracterizados no extrato bruto. Dentre
estes compostos podemos citar: acido benzoico, acido hidrocindmico, vanilina, acido
cindmico, 4acido hexadecandico, benzilcinamato, naringenina 3’,4’-dimetoxi, 1-
nonacosanol, betuleol, kaemferide, entre outros. Essas técnicas mostraram ser ferramentas
rapidas e informativas para analise de extratos brutos sem necessidade de derivatizagio e

purificagdo (Pereira et al.,1998).

A utiliza¢@o da eletroforese capilar com detector de arranjo de diodos para analise
de propolis foi investigada. Extratos aquosos de prépolis foram analisados por eletroforese
capilar a pH 7.0 e 9.3, e cromatografia micelar eletrocinética com dodecil sulfato de sodio a
pH 9.3. Foram obtidos compostos caracteristicos de prépolis e varios acidos organicos
puderam ser identificados por comparagdo com uma biblioteca com padrdes conhecidos.
Ambas as técnicas apresentaram boa separagdo para todos 0os componentes presentes,

apresentando potencial para caracterizagio de amostras de propolis (Hilhorst ez al., 1998).



3.2. Propriedades Biolégicas da Prépolis

3.2.1. Atividade Antioxidante

Radicais livres mediam varios fenémenos biolégicos como envelhecimento,
diabetes, hepatite, inflamag3o e outras doengas cronicas. O efeito antioxidante da prépolis
tem sido demonstrado pela sua habilidade protetora em produtos alimenticios e pela sua
habilidade em seqiestrar radicais livres, sendo de grande interesse na prevencdo e

tratamento de diabetes e outros distirbios (Matsuno et al, 1997; Basnet et al. 1997).

Foi demonstrada a habilidade de quantidades crescentes de extrato etandlico de
propolis inibir a quimioluminescéncia de luminol-H,O “in vitro”, sugerindo que esta
capacidade antioxidante se deve, em parte, ao alto conteudo de flavonéides presente na

propolis (Krol et al., 1990).

O efeito da administrag@o intraperitonial de prépolis (50 e 100 mg/kg) foi estudado
na cardiomiopatia produzida por dexorubicina (10mg/kg, iv) em ratos. O estudo mostrou
que a administragdo de propolis reduziu as enzimas marcadoras de tecidos especificas,
lipoperéxidos e GSH, que sdo elevados em resposta a administragdo de dexorubicina, e

portanto, demonstrou o efeito cardioprotetivo da prépolis (Chopra ef al., 1995).

O efeito da propolis vermelha cubana contra hepatite induzida por 1000mg/kg de
galactosamina (GalN) em ratos foi estudado. Um extrato etandlico de prépolis foi
preparado e administrado aos ratos em doses de 10, 50 e 100mg/kg, 30 min antes da
hepatotoxina. O extrato de propolis impediu as alteragdes nos hepatécitos induzidas por
galactosamina, mostrando seus efeitos antiinflamatorio e hepatoprotetivo contra GalN
(Rodriguez et al., 1997).
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Foi isolado um novo composto da prépolis do Brasil, um clerodano diterpenéide,
que apresentou poder antioxidante maior que as vitaminas C e E e que o acido caféico
(Matsuno et al., 1997).

Foi isolado um novo composto do extrato aquoso da prépolis denominado 4cido 3-
[4-hidroxi-3-(3-oxo-but-1-enil)-fenil]-acrilico, que se apresentou como mais potente que os

antioxidantes mais comuns como as vitaminas C e E (Basnet e al., 1997).

3.2.2. Atividade Antiinflamatoria

O efeito inibitério dos taninos sobre a ativagdo da hialuronidase inativa foi testado,
mostrando forte efeito inibitdrio, sugerindo que muitos taninos possam possuir atividade

antiinflamatéria (Kakegawa ef al., 1985).

Em varios modelos “in vitro” o extrato de propolis inibiu a agregagéo plaquetaria e
a sintese de eicosanoides, sugerindo possuir propriedades antiinflamatérias. A presenca
dessas propriedades foi mostrada em sistemas “in vivo” , podendo esta atividade estar
relacionada com seu efeito na liberagdo de varios mediadores de inflamagdo (Khayyal et

al., 1993)

Algumas propolis do Brasil e China foram estudadas, demonstrando possuirem
efeito antiinflamatdrio, sendo que os extratos etandlicos se apresentaram mais potentes que
os extratos aquosos. Além disso, foi demonstrado que o método enzimatico, utilizando
como medida a atividade de hialuronidase, foi superior ao método fisico-quimico

(Miyataka et al., 1997).

Testou-se alguns acidos fendlicos como: p-cumadrico, caféico, ferrilico, gentisico,
protocatecdico, siringico e isovanilico extraidos de Scrophularia frutescens. Os resultados

mostraram que esses acidos sdo mais efetivos como agentes antiinflamatdrios quando
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aplicados topicamente do que via oral, e que sua agdo é influenciada pala inibi¢do da

migragdo de neutréfilos no tecido inflamado (Fernandez et al., 1998).

3.2.3 Atividade Antimicrobiana

O extrato etandlico da amostra de prépolis da Franga foi testado quanto a sua
atividade antimicrobiana “in vitro” contra algumas linhagens de bactérias Gram positivas e
Gram negativas. O extrato inibiu completamente o crescimento de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus spp., Corynebacterium spp., Branhamella
catarrhalis e Bacillus cereus. Houve inibi¢3o do crescimento de Pseudomonas aeruginosa
€ Escherichia coli, mas ndo houve efeito sobre Klebsiella pneumoniae. As propriedades
antimicrobianas e os efeitos benéficos da propolis foram atribuidos 2 presenca de

flavonéides na sua composig@o (Grange & Davey, 1990).

Analisou-se a atividade antiviral “in vitro” contra herpes simplex virus tipo 1 (HSV-
1), dos principais flavondides isolados da propolis da Franga. Os autores demonstraram que
os acidos caféico e ferulico e as flavanonas pinocembrina e isosakuranetina apresentaram
pouca ou nenhuma atividade contra HSV-1. Por outro lado, os flavonols apresentaram
atividade significativa contra HSV-1, sendo a galangina com maior atividade seguida de
kaemferol e quercetina. Dentre as flavonas estudadas apenas a luteolina demonstrou
atividade anti HSV-1. Estudou-se também o possivel sinergismo pela combinagio de 2 ou
mais flavonoéides, contra o virus HSV-1. Foi observado que todas as combinagdes entre
flavonol e flavonas demonstraram sinergismo contra HSV-1, sendo as melhores
combinagdes: kaempferol+luteolina, quercetina-+tcrisina, galangina+apigenina,
kaempferol+apigenina e quercetina+apigenina. Segundo os autores, este sinergismo pode
explicar a melhor atividade anti HSV-1 dos extratos etandlicos da propolis, que seus

constituintes flavonoides individuais (Amoros et al., 1992a).

Foi testada a atividade antiviral “in vitro” da amostra de propolis da Franca. A

prépolis inibiu a propagacio do poliovirus, reduziu a atividade do virus de herpes simplex
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(cc 30ug/ml), enquanto que o virus da estomatite vesicular e adenovirus foram menos

susceptiveis (Amoros ef al., 1992b).

Foram isolados trés compostos antimicrobianos distintos da prépolis brasileira
coletada no Estado de Sdo Paulo: 4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico, 4cido 3-prenil-4-
dihidroxicinamoloxicinidmico e acido 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano. Estes
compostos foram testados contra B. cereus, Enterobacter aerogemes e Arthroderma
loenhaniae, sendo que o primeiro composto apresentou maior atividade (Aga et al., 1994).

Foi verificada, “in vitro”, a atividade anti-herpes simplex virus tipo 1 do composto
3-metil-but-2-enil cafeato isolado de exsudados resinosos da Populus nigra L. e
encontrados em pequenas quantidades na propolis. Os autores relataram que a atividade
antiviral da propolis era devido ndo apenas aos seus compostos principais, como os
flavondides, mas também pela contribuigdo significativa de seus compostos minoritarios,

como o 3-metil-but-2-enil cafeato (Amoros ez al., 1994).

A atividade antibacteriana de algumas propolis do Brasil e Bulgaria foi investigada,
utilizando Staphylococcus aureus. Os autores notaram atividade em todos os extratos
alcoodlicos de propolis e também na mistura de constituintes volateis, exceto para os volateis
da Bulgaria (Bankova et al., 1995).

Foram isolados quatro tipos de acidos diterpénicos e siringaldeido da prépolis do
Brasil, sendo que todos apresentaram atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus. Os diterpenos encontrados pela primeira vez na propolis s@o tipicos de algumas
espécies de Araucaria, indicando uma possivel fonte vegetal da propolis do Brasil
(Bankova et al., 1996).

Foi testada a atividade antimicrobiana da prépolis comercial preparada com os
seguintes solventes: etanol 60%, glicerol puro, propilenoglicol e dleo de cereais

comestiveis. Os autores mostraram que o tipo de solvente aplicado para a extragio pode
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aumentar a poténcia da atividade antimicrobiana, sendo que os melhores resultados foram

obtidos utilizando 6leo de cereais como solvente (Tosi et al., 1996).

Algumas amostras de extrato etandlico de prépolis do Brasil foram testados,
mostrando que todas inibiram o crescimento de Staphylococcus aureus (coagulase +), ndo

havendo inibi¢ao da E.coli (coagulase -) (Park et al., 1997).

Foi verificada a inibi¢do do crescimento de Streptococcus mutans e da enzima
glicosiltransferase, pelos extratos etandlicos de amostras de prépolis do Brasil, provenientes
dos Estados de Minas Gerais, S0 Paulo, Goids, Mato Grosso do Sul, Parana e Rio Grande
do Sul. A atividade antimicrobiana foi atribuida aos compostos pinocembrina e galangina.
Devido ao sinergismo dos efeitos antimicrobianos e inibi¢do da atividade da enzima
glicosiltransferase, conclui-se que a prépolis poderia controlar a carie dental (Park ef al.,
1998).

Foi estudada a relagdo entre a viruléncia de linhagens de micobactéria e sua
susceptibilidade ao extrato etanélico de prépolis. Das quatro linhagens ndo virulentas
estudadas nenhuma era susceptivel ao EEP; enquanto que das 13 virulentas, 7 foram

susceptiveis e 6 resistentes (Scheller ez al., 1998).

Os extratos etanodlicos das propolis brasileiras coletadas nos seguintes Estados:
Parana, Sdo Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais ¢ Rio Grande do Sul, foram
testados quanto a sua atividade “in vitro” contra Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus € Actinomyces naeslundii e potencial de inibigdo da atividade da enzima
glicosiltransferase, relacionada a formagao da placa e cérie dentaria. Todas as amostras
inibiram a atividade enzimatica e crescimento microbiano, sendo que a amostra proveniente

do Rio Grande do Sul apresentou maior atividade em ambos os casos (Park et al., 1998 b).

Um novo composto do extrato etandlico da propolis cubana foi isolado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo identificado como uma
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benzofenona poliprenilada. Suas atividades antimicrobianas e fungicidas foram testadas
contra Actinomyces, linhagens de bactérias Gram positivas e negativas e leveduras. A maior
atividade foi observada contra duas linhagens Gram positivas: Streptomyces chartrensis e
S. violochromogenes. Em relag@o as linhagens Gram negativas e leveduras, foi verificada
atividade contra Shigella somnei, Candida albicans, Candida tropicalis, Pseudomonas

aeuruginosa e Candida parapsilosis (Rubio et al., 1999).

Foram analisados os extratos etandlicos das prépolis, bem como seus compostos
volateis de diversas regides como: Sofia (Bulgdria), Tirana (Albania), Ulan Bator
(Mongélia), Bani Swaief (Egito), Prudentépolis (PR-Brasil), Rio Claro (SP-Brasil), Pacajus
(CE-Brasil), Limeira (SP-Brasil), San Mateo (Ilhas Canarias), Telde (Ilhas Canérias). As
atividades antibacteriana (S. aureus e E. coli), antifiingica (Candida albicans) e antiviral
(virus influenza) dos extratos etandlicos foram investigadas. Todas as amostras
apresentaram atividades antibacteriana, antifiingica e antiviral similares, sendo que a
propolis das Ithas Canarias foi mais potente contra S.aureus. Nenhuma amostra apresentou
atividade contra E.coli. Essas similaridades contradizem as diferentes composi¢des
quimicas, levando os autores a concluir que as propriedades se devem a mistura de

substancias, e ndo a um composto especifico (Kujumgiev et al., 1999).

Foi testada a atividade antimicrobiana da propolis da Argentina de quatro
localidades de Amaicha Del Valle (El Paraiso, La Banda Este, La Banda Oeste ¢ El
Molino), Provincia de Tucuma. Diferentes linhagens de bactérias Gram positivas e
negativas foram testadas, sendo que nenhuma amostra mostrou atividade contra as bactérias
Gram negativas. Todas as amostras apresentaram resultados similares, sendo a maior
inibi¢do observada contra S.aureus, seguida por S.pyogenes, S.agalactiae e E.faecalis. As
amostras de Amaicha Del Valle, mais uma amostra de Cerrillos, Provincia de Santiago Del
Estero, foram analisadas por cromatografia de camada delgada, sendo que as quatro
amostras de Amaicha Del Valle apresentaram mesma composi¢do, diferindo apenas a

propolis de Cerrillos, devido a diferenga fitogeografica (Moreno et al., 1999).



Os extratos etandlicos da prépolis de Minas Gerais e extratos de Arnica montana
foram testados contra 15 linhagens de bactérias: Candida albicans (duas linhagens),
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus sobrinus, Strep.sanguis,
Strep.cricetus, Strep.mutans, Actinomyces naeslundii, Act. viscosus, Porphyromonas
gingivalis, Porph. endodontalis e Prevotella denticola. O extrato de prépolis inibiu todos os
microrganismos apresentando maior atividade contra Actinomyces spp. O extrato de Arnica
montana ndo demonstrou atividade significante. A aderéncia das células e formagio de
glucana insolivel em 4gua também foram quase que totalmente inibidos por uma
concentragdo de 400ug/ml e 500 pg/ml de extrato de propolis, respectivamente; enquanto
que o extrato de Arnica montana apresentou leve inibigdo da aderéncia das células (19%
para S.mutans € 15% para S.sobrinus) e formagéo de glucana insolivel em agua (29%) na

mesma concentracao (Koo ef al., 2000 a).

Uma nova variedade de propolis originaria da Bahia (nordeste do Brasil) foi
avaliada quanto a inibi¢do do crescimento de Streptococcus mutans, S. sobrinus e S.
cricetus, aderéncia da célula e sintese de glucana insoliivel em agua, sendo comparada com
as amostras previamente testadas provenientes dos Estados de Minas Gerais (sudeste do
Brasil) e Rio Grande do Sul. Os resultados mostraram que a nova variedade de prépolis
apresenta maior poténcia em relagdo a todos os parametros “in vitro” testados, sendo

excepcionalmente efetiva contra S. mutans (Koo et al., 2000 b).

3.2.4 Atividade Antitumoral

Um composto conhecido como CAPE (fenetil éster do acido caféico), foi isolado e
caracterizado, sendo este parcialmente responsavel pela atividade citotoxica da prépolis.
Foi analisada a citotoxidade em relagdo as células normais e células transformadas de
melanomas de humanos e ratos, sendo que as transformadas foram mais susceptiveis ao
CAPE, apresentando inibi¢do de 80% numa concentragdo de 20ul/ml (Grunberger et al.,
1988).
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Para testar o efeito antitumoral da prépolis, ratos com carcinoma foram submetidos
a0 tratamento com prépolis (0,5 ml 0,25% EEP) e comparados aos submetidos ao
tratamento com bleomicina (0,001%). A sobrevivéncia foi de 55% no caso da prépolis e
40% para bleomicina. Os autores concluiram que o efeito antitumoral da prépolis se deve
aos flavonodides inibirem a incorporagdo de timidina, uridina e leucina nas células de
carcinoma, contribuindo para a inibigdo da sintese de DNA (Scheller et al., 1989; citado
por Burdock, 1998).

Os efeitos da dieta com feniletil-5-metilcafeato foi investigada por Rao et al.
(1995), mostrando inibi¢do da incidéncia e multiplicidade de adenocarcinomas invasivo,
ndo invasivo e total do cdlon, intestino, e tumores dos canais do ouvido. Observou-se
também diminui¢do do volume do tumor do célon em 43% quando comparado com o
controle (citado por Burdock, 1998).

O extrato metandlico da propolis brasileira foi fracionado e analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo isolados dois isomeros diterpendides com
férmula molecular C;0H3003, identificados por ressonancia magnética nuclear, como : 4cido
15-0x0-3,13Z-kolavadieno-17-6ico e acido 15-o0x0-3Z,13E-kolavadieno-17-6ico. Esses
compostos retardaram o crescimento das células de HuH13 (carcinoma hepatocelular

humano), KB, HeLa e HLC-2 (carcinomas pulmonares humanos), com valores de IDs, de

20-30 pg/ml (Matsuno et al., 1997).

A fragao soluvel em acetato de etila do extrato metandlico da prépolis brasileira foi
analisada sendo isolados 23 compostos. Esses compostos foram testados quanto a sua
citotoxidade contra células de carcinoma humano HT-1080 (fibrosarcoma) e 26-LS (célon).
Dentre os compostos testados, um coniferil aldeido, betuletol, kaemferideo e ermanin
mostraram mais potente citotoxidade, com valores de IDsg iguais ou inferiores a 10 pg/ml.
Além disso, as investigagbes sugeriram que uma possivel fonte da prépolis tropical seria
Baccharis spp., associada a Clusia minor, Clusia major e Araucdria heterophylla
(Banskota ef al., 1998).
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O extrato metanélico de uma mistura de prépolis de diversas regides do Brasil (SP,
PR e SC) foi fracionado e analisado por CLAE e um novo derivado benzo-y-pirano, com
formula molecular Ci9 H,05 foi isolado. A estrutura do composto foi determinada como
acido 3-[2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil) benzopirano]-6-propendico, através de ressonancia
magnética nuclear 'H e C. O composto apresentou citotoxidade, retardando o crescimento
das células de HuH13 (carcinoma hepatocelular humano), HeLa e KB (carcinoma
epidermdide oral humano) e HLC-2 (carcinoma pulmonar humano), com IDs, de 20 pg/ml
(Matsuno et al., 1998).

3.3 Toxicidade da Proépolis

Tém sido reportados na literatura alguns casos de hipersensibilidade 2 prépolis.
Casos de dermatite sdo poucos, porém, pesquisas recentes indicam que 1 em 2000
apicultores possa ser sensivel (Ghisalberti, 1979). Também tem aparecido alguma reagdo
alérgica em pessoas submetidas ao tratamento externo com prépolis para doenca de pele ou
administragdo oral (Miyataka e: al., 1997). A propolis contém substancias com
propriedades potencialmente alérgicas conhecidas como acido cindmico e vanilina. Outros

ingredientes s@o ceras, 6leos, polen e balsamo (Petersen, 1977).

Dobrowolski et al. 1991, citado por Burdock (1998) testaram a toxicidade da
propolis em animais. Aproximadamente 700 mg/kg foram administradas oralmente a
grupos de 10 ratos (5 fémeas e 5 machos), que foram monitorados por 48 horas apds a dose.
As preparagdes de propolis foram bem toleradas e nenhuma morte foi registrada durante o

periodo de observagao.

Suspensdes preparadas de extratos etanolicos de propolis do Brasil e China foram
administradas em ratos em doses de 2230 a 4000 mg/kg. Ap6s duas semanas de tratamento,
nenhuma morte foi registrada, o peso aumentou normalmente, n3o sendo encontrada
nenhuma anormalidade na necropsia (Kaneeda & Nishina, 1994; citado por Burdock,
1998).
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A propolis possui uma baixa toxicidade oral aguda, apresentando LDs, variando de
2000 a 7300 mg/kg para ratos. A administraggo para ratos por 90 dias de 1400 mg/kg/dia na
agua foi declarado NOEL (no-effect level) (Burdock, 1998).

Estudos indicam que a dermatite alérgica induzida pela prépolis se deve ao éster do
acido cinamico e ésteres do 4cido caféico, e, de acordo com Hausen et al. (1987), o
composto alergénico primario deve ser o 3-metil-but-2-enil cafeato. Entretanto, a presenca
destes compostos depende do local de coleta, tempo e fonte vegetal, etc. (Miyataka et al.,
1997).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das Amostras de Propolis

As amostras de propolis bruta foram obtidas de colméias domésticas de abelhas

Apis mellifera, coletadas em apiarios do Estado de Sao Paulo.

As propolis foram obtidas através da raspagem das partes internas das caixas e
bordas da melgueira, ninho e tampa das colméias. O material coletado foi separado das
raspas de madeira e excesso de cera, em seguida acondicionado em pequenos sacos

plasticos limpos, inertes e secos, sendo guardados sob abrigo de luz, a 5°C.

4.2 Preparo dos Extratos Etanélicos de Propolis

O extrato etandlico de propolis foi preparado de acordo com Koo (1996). Amostras
de 2 gramas de propolis bruta em pd, pesadas em balanga analitica, em tubos de centrifuga
(25 x 180 mm), foram extraidas com 15 ml de etanol 80%, em banho-maria a 70°C durante
30 minutos, sob agitagdo. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm em
centrifuga Beckman J2-21, por 10 minutos a 5°C. O sobrenadante obtido foi separado em
tubo de vidro (15 x 150 mm) com tampa de rosca. Ao residuo foram adicionados mais 10
ml de etanol 80%, procedendo-se uma segunda extra¢do, nas mesmas condigdes por 30
minutos. Apos a segunda centrifugacdo, os sobrenadantes foram misturados, apresentando
volume final de 25 ml de extrato etandlico de prépolis (EEP) por amostra. Os EEPs obtidos

foram utilizados nas analises descritas a seguir.
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4.3 Analises Fisico-quimicas dos Extratos Etanélicos de Prépolis

4.3.1 Espectrofotometria na Regido Ultravioleta-Visivel

A determinagdo do espectro de absorgdo dos extratos etandlicos de prépolis foi
realizada segundo Koo (1996). Aliquotas de 25pl do extrato etandlico de propolis, obtido
de acordo com o item 4.2, foram diluidas em 30 ml de etanol 95% (Merck), submetidas a
leitura na faixa de comprimento de onda 200 e 600nm, através do espectrofotémetro
Beckman DU-70.

4.3.2 Determinagéio dos Flavonodides Totais com Base em Quercetina

A determinagdo dos flavonéides totais foi realizada de acordo com a metodologia
descrita no Boletim Informativo da Associagéo Japonesa de Satude e Nutrigdo (1994) e por
Park et al. (1995).

Com o extrato etandlico de propolis obtido no item 4.2, previamente diluido na
proporgao 1:10, foi realizada uma reagdo colorimétrica adicionando-se em tubos de ensaio,
0,5 ml de EEP, 4,3 ml de etanol (80%), 0,1 ml de uma solucéo de nitrato de aluminio (10%)
e 0,1 ml de acetato de potédssio na concentra¢gio 1M. Como controle para cada amostra, foi
utilizado 0,1 ml de 4gua destilada em substituigdo ao nitrato de aluminio. Apés 40 minutos
de reagdo a temperatura ambiente, foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotémetro
(Beckman DU-70) a 415nm. A leitura final de absorbancia, foi obtida pela diferenca entre a
absorbéncia da reagdo e o controle. Para obtengdo da curva padréo, foi realizada a mesma
reacdo com concentragcdes conhecidas de quercetina. O teor de flavonodides totais foi

expresso por essa diferenga com base na curva padrido de quercetina.

23



4.3.3 Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia em Fase Reversa dos

Extratos de Prépolis

A cromatografia em camada delgada de alta performance em fase reversa dos
extratos de prépolis foi realizada de acordo com o método descrito por Koo (1996).
Aliquotas de 3pl dos EEP, obtidos de acordo com o item 4.2, foram aplicadas em placas
100x100mm RP-18 Fjs54-S (Merck). Como solvente foi utilizado o sistema etanol:dgua
destilada (55:45, v/v), sendo o tempo de desenvolvimento do cromatograma de
aproximadamente 100 minutos. As placas desenvolvidas foram secas e observadas sob luz
ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm, utilizando iluminador U. V.
Cole Parmer, modelo UVP-UVGL-58.

4.3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE)

A anélise dos flavondides por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada
utilizando cromatégrafo liquido Shimadzu modelo LC-10 equipado com coluna de fase
reversa YMC PACK ODS-A e acoplado a um detector de arranjo de diodo com leitura em
UV-Visivel a 254 nm. Foram injetados no cromatégrafo liquido, 20 ul dos EEP obtidos no
item 4.2, previamente filtrados em membrana de teflon com porosidade 0,22 um. A fase
movel utilizada foi agua:acido acético (19:1) (solvente A) e metanol (solvente B), sendo o
fluxo de 1 ml/min, temperatura de 35°C com o seguinte sistema gradiente: de 30% B para
40% B em 15 minutos, para 50% B em 30 minutos, para 60% B em 55 minutos, para 75%
B em 75 minutos e para 90% B em 95 minutos, retornando a proporg¢ao inicial (30% B) em

105 minutos.

Para identificagio dos compostos foram utilizados os seguintes padrdes: 4cido
cumarico e acido fermilico; os flavonéis kanferol, kanferide, quercetina, galangina,
ramnetina, isoramnetina e miricetina; o flavonol glicosilado rutina; as flavonas acacetina,

apigenina, crisina e tectocrisina; as flavanonas pinocembrina, hisperidina, hisperetina,
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sakuranetina e isosakuranetina; e os dihidroflavonéis pinobanksina e pinobanksina-3-
acetato. Todos os padrdes foram obtidos da Extrasynthese A. A. Co., Franga.

A quantificagdo foi feita utilizando a padronizac@o externa, a partir de uma curva de
calibragdo de quatro pares ordenados (area; concentragdo) para cada padrio utilizado. Os

resultados foram expressos em miligrama de flavondides por grama de prépolis.

4.4 Analises Biolégicas dos Extratos Etandlicos de Propolis

4.4.1 Teste de Atividade Antimicrobiana

4.4.1.1 Preparo dos discos de extrato etandlico de prépolis

Aliquotas de 10ul dos EEP, obtidos de acordo com item 4.2, foram pipetadas em
discos de papel de filtro Whatman n° 3 (5x1 mm de didmetro), colocados em placas de Petri
estéreis. Em seguida as placas contendo os discos foram mantidas em dessecador com silica
a temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente foram colocadas em estufa a 60°C por

2 horas para elimina¢do de qualquer residuo etandlico.

4.4.1.2 Anélise da Atividade Antibacteriana

A analise da atividade antibacteriana dos extratos sobre as bactérias Gram positivas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Streptococcus mutans foi realizada de acordo
com Blair et al. (1958). Culturas ativas das bactérias foram inoculadas por espalhamento
com “swabs” estéreis em placas contendo os meios de cultura, agar nutriente e infusdo de
cérebro (Merck), para S.aureus e S.mutans, respectivamente. Os discos contendo os
extratos de propolis, preparados de acordo com o item 4.4.1.1, foram colocados sobre as

placas inoculadas que, em seguida, foram incubadas a 37°C por 24 horas para S.aureus e
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37°C por 48 horas sob anaerobiose para S.mutans. A atividade antibacteriana foi

determinada pela formag@o de halo inibitério ao redor dos discos.

4.4.2 Determinacio da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidagdo acoplada do B-caroteno e do acido
linoléico de acordo com Pratt & Watts (1964), Hamerschidt & Pratt (1978) e Pratt & Birac
(1979). Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 60mg de acido linoléico
(Sigma), 200mg de Tween 40 e 10 mg de B-caroteno (Sigma) dissolvidos em 10 ml de
cloroférmio. A solugdo foi concentrada em rota-evaporador a 50°C, para remogo do
cloroférmio, sendo o residuo dissolvido com a adigdo de 50ml de 4gua deionizada sob
vigorosa agitagdo. Aliquotas de 1ml desta emulsdo foram transferidas para tubos de ensaio
contento 0,05 ml do extrato etandlico de propolis, previamente diluidos em etanol 80%
(1:10, v/v) e 2 ml de agua deionizada. A absorbancia foi medida imediatamente em
espectrofotémetro a 470nm, em seguida os tubos foram incubados a 40°C para a reagéo de

oxidagio, e a absorbancia medida em intervalos de 60 minutos, totalizando 3 horas.

4.4.3 Analise da Atividade Antiinflamatoria

A atividade antiinflamatéria foi determinada pela inibi¢do da atividade de
hialuronidase conforme o método descrito por Aronson & Davidson (1967) e Reissing et
al.(1955). A mistura de reagdo se constituiu de 50ul do extrato etandlico de prdpolis,
obtidos de acordo com o item 4.2, 0,5ml de sal de potassio do acido hialurénico (1,2 mg
por ml de tampZo acetato 0,IM pH 3,6 contendo 0,15M de NaCl), e 50ul da enzima
hialuronidase (Tipo IV-S: obtido de testiculo bovino, Sigma Co.), dissolvida no mesmo
tamp@o, na concentragdo de 6,5 mg/ml. Os tubos foram incubados a 37°C por 40 minutos.
Apo6s a incubag@o, foram adicionados 0,01ml de NaOH 4N para neutralizar a reagdo. A
adicdo dos EEP aos tubos brancos foi feita apds o tempo de reagdo. Numa segunda etapa da

reagdo, foram adicionados 0,1ml de tetraborato de potassio 0,8M a mistura de reagdo, € os
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tubos foram aquecidos em banho de ebuli¢do por 3 minutos. Em seguida foi adicionado
3ml de p-dimetilaminobenzaldeido sendo a mistura incubada a 37°C por 20 minutos.
Finalmente, a absorbancia da mistura foi medida em espectrofotometro a 585nm usando
agua como controle. O resultado foi obtido através da diferenga de inibicfio da enzima

hialuronidase entre os tubos de reagdo e os tubos brancos.

4.5 Analise Estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado. Os dados
foram analisados pelo programa Mstat-C (Mstat-C 1988) para determinagdo da anlise de
variancia. A separagdo entre as meédias dos tratamentos foi conduzida utilizando-se o teste

de Tukey com nivel de confianga de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta das Amostras de Prépolis

Foram coletadas 50 amostras de propolis bruta, em 19 apidrios diferentes
localizados no Estado de Sdo Paulo. A coleta foi feita em diferentes caixas, diretamente nos
apiarios. Também foi realizada uma coleta direcionada, durante um ano, para estudos
comparativos das diferentes floradas, visando uma melhor anilise da variagio na
composi¢ao quimica da propolis ao longo do ano. Associado a isso, serdo desenvolvidos
posteriormente no laboratério, estudos mais aprofundados sobre a origem botanica das
propolis de diversas regides do Brasil. Os locais de coleta das diferentes amostras e a
vegetacdo predominante na época da coleta estdo apresentados na Tabela 1. As Figuras 1 a
5 mostram diferentes tipos de plantas, referentes a alguns locais de coleta, sendo visitadas
pelas abelhas.

Tabela 1 — Local de Coleta das Amostras de Propolis

Amostra Vegetacio Municipio Estado
SE1 Citrus sinensis (laranja) Mogi Mirim Séo Paulo
SE2 Pinus sp. Socorro Sao Paulo
SE3 Eucalyptus citriodora (eucalipto) Diadema Sao Paulo
SE4 Eucalyptus citriodora (eucalipto) Mogi Mirim Sao Paulo
SES Baccharis dracunculifolia (alecrim) Mogi Guagu Séo Paulo
SE6 Diadema Séo Paulo
SE7 Diadema Sdo Paulo
SE8 Mata Atlantica Demarche Sdo Paulo
SEO9 Mata Atlantica Demarche Séo Paulo
SE10 Mata Atlantica R.Biling - Séo Paulo Séo Paulo
SEl1 Campos do Jordao Szo Paulo
SE12 Campos do Jorddo Sao Paulo
SE13 Campos do Jordao Séo Paulo
SE14 Souzas Sdo Paulo
SE15 Pinhalzinho Sdo Paulo
SE16 Pinhalzinho Sao Paulo
SE17 Vernonia polyantes (assa-peixe) Amparo Sao Paulo
SE18 Leonorus sibiricus (rubim) Mogi Mirim Sao Paulo
SE19 Croton floribundus (capixingui) Amparo Sdo Paulo
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Figura 1 — Vegetacao de Eucalyptus citriodora (SE4) sendo Visitada por Abelhas

Apis mellifera .
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Figura 2 — Vegeta¢io de Baccharis dracunculifolia (SES) sendo Visitada por
Abelhas Apis mellifera.
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Figura 3 — Vegetacio de Vernonia polyantes (SE17) sendo Visitada por Abelhas
Apis mellifera.
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Figura 4 — Vegetacido de Leonorus sibiricus (SE18) sendo Visitada por Abelhas Apis

mellifera.
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Figura 5 — Vegetacio de Croton floribundus (SE19) sendo Visitada por Abelhas

Apis mellifera.
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5.2 Caracteristicas Fisicas da Prépolis Bruta

A caracterizacdo fisica da propolis bruta foi feita com base na sua coloragio e
consisténcia. A propolis bruta apresenta uma variagdo na sua coloragio que vai do amarelo
esverdeado ao marrom escuro, dependendo da origem e idade. Quanto & consisténcia pode

variar de mole e pegajosa 4 rigida (Ghisalberti, 1979).

As amostras de propolis do Estado de Sdo Paulo sdo bem caracteristicas por
apresentarem uma coloracdo esverdeada ou ligeiramente esverdeada, e consisténcia rigida.
Desta forma nfo apresentaram grande variagdo de um local de coleta para outro, sendo

bastante homogéneas.

Essas caracteristicas diferem bastante das propolis de outras regibes como a
Nordeste, onde apresentaram coloracdo amarronzada e consisténcia mole, na sua maioria
(Moura, 2000). As mesmas caracteristicas foram encontradas nas propolis da Regido
Centro-Oeste, enquanto que na Regido Sul verificou-se coloragdes variando do verde
escuro com tragos marrons a pretos e consisténcia endurecida; com exceg¢do do Estado de
Santa Catarina, onde as propolis apresentavam-se geralmente de coloragio marrom e

textura mole (Koo, 1996).

5.3 Extratos Etanélicos de Prépolis

Os extratos etandlicos de propolis obtidos de acordo com o item 4.2, estdo ilustrados
na Figura 6. Como se pode observar, os extratos apresentaram coloragdo variando do
amarelo ao ligeiramente esverdeado, com excegdo dos extratos SE6, avermelhado ¢ SE10

que apresentou tonalidade marrom escura.

Tomas-Barberan er al. (1993) estudaram a coloragdo e€ composicdo dos extratos
metandlicos de propolis, constatando que os extratos avermelhados escuros continham

grandes quantidades de fenolicos, enquanto os menos coloridos ndo continham substéancias
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fenolicas. Os extratos amarelados geralmente continham compostos fendlicos, porém em
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menores quantidades que os extratos escuros.
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Figura 6 : Extratos Etanélicos de Propolis do Estado de Sido Paulo (amostras SE1 a
SE19)
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5.4 Anilises Quimicas

5.4.1 Espectrofotometria na Regido Ultravioleta — Visivel

A determinac@o do espectro de absor¢@o na regido do U.V.- Visivel foi feita na faixa
de comprimento de onda 200 a 600 nm, de acordo com o item 4.3.1, e os espectros obtidos
estdo ilustrados nas Figuras 7 a 10.

A maioria das amostras analisadas apresentaram espectro de absorgdo com Amay
préximo a 300 nm, sendo que as amostras SE10 e SE18 apresentaram absorbdncia maxima

em comprimento de onda um pouco mais baixo, a 282 e 278 nm respectivamente.

Miyataka et al. (1997) analisaram as propolis do Brasil, € também encontraram um
espectro com Amix @ 300 nm nos extratos etanélicos das propolis provenientes de regides

com vegetacdo Eucalyptus globulus LABILL e Rosmarinus officinalis L.

Em geral, sabe-se que o aparecimento de bandas de absor¢do entre 270 — 330 nm se
deve a presenca de flavonoides e fenéis (Kuno, 1987; Fujimoto, 1992; citados por Miyataka
et al., 1997).

Porém, a andlise por espectrofotometria fornece apenas uma caracteristica da
propolis, sendo que a sua correlagéo com a analise por CCDAE foi utilizada para classificar
os tipos de propolis encontrados no Estado de Sdo Paulo.
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Propolis do Estado de Sao Paulo (SE1 a SE6).
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Figura 9: Espectros de Absorcio na Regido UV-Visivel dos Extratos Etandlicos de
Prépolis do Estado de Sao Paulo (SE13 a SE18).
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Figura 10: Espectro de Absor¢io na Regido UV-Visivel do Extrato Etandlico de
Propolis do Estado de Sao Paulo (SE19).

5.4.2 Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE)

Os EEPs foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Eficiéncia (CCDAE) em fase reversa de acordo com o item 4.3.3. A CCDAE permite a
visualizacdo da intensidade e numero de fragdes dos compostos fendlicos, sendo

considerado um método rapido e eficiente para andlise primaria das propolis.

Os cromatogramas contendo as amostras do Estado de Sao Paulo estdo apresentados
na Figura 11; e foram visualizados sob luz ultravioleta no comprimento de onda de 366 nm.
Observa-se uma variagdo muito pequena entre os perfis cromatograficos apresentados pelas
amostras, levando a constatacio prévia de que as propolis do Estado de Sdo Paulo

apresentam pouca variabilidade na sua composigdo quimica.

Nas placas de CCDAE notou-se que a amostra SE12 apresentou perfil bem
diferenciado, onde aparecem bandas mais intensas e em maior nimero. As amostras SE10 e
SE18 apresentaram menor numero de bandas sendo que alguns compostos ficaram retidos

no inicio do cromatograma, porém com diferencas qualitativas entre si. Além disso,
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verificou-se que a amostra SE2 (Pinus sp) apresentou o mesmo perfil qualitativo da maioria

das amostras, porém menor intensidade das bandas.

Através dos perfis obtidos em CCDAE e Espetrofotometria U.V.-Visivel foi
possivel agrupar as amostras de Sdo Paulo em quatro grupos distintos representados pelas
amostras SE10, SE12 E SE18, sendo que no quarto grupo estaria inserida a maioria das
amostras. Porém, como € de interesse analisar mais detalhadamente a variagdo na
composi¢do quimica das propolis ao longo do ano, este tltimo grupo foi subdividido em
seis de acordo com a vegetagdo predominante na época da coleta. Assim, as analises
posteriores foram feitas baseando-se nos nove grupos a seguir: SE1 (laranja), SE2 (pinus),
SE4 (eucalipto), SE5 (alecrim), SE10, SE12, SE17 (assa-peixe), SE18 (rubim) ¢ SE19

(capixingui).
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SE6 SE7 SE8 SE9 SE10  SEl1 SE12 SE13 SE14 SE15  SEl6

Figura 11 - Cromatogramas obtidos em Camada Delgada de Alta
Eficiéncia (A = 366nm) das Amostras de Prépolis do Estado de Sao
Paulo (SE1 a SE19).
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5.4.3 Determinacao de Flavonéides Totais

A determinagdo dos flavonoides totais foi realizada de acordo com o método
descrito no ftem 4.3.2, baseado na formacgdo do quelato entre o nitrato de aluminio e os
flavonoéides, sendo a quantificacdo feita com base no padrdo quercetina. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 2 , abaixo.

Tabela 2 : Teor de Flavondides Totais, com Base em Quercetina, dos Extratos

Etanélicos de Propolis dos Grupos Representativos do Estado de Siao Paulo.

Amostra Flavonoides Totais
(mg/g propolis)
SE1 19,49°
SE2 10,78°
SE4 24,79°
SE5 37.66°
SE10 $.11°
SE12 25,67°
SE17 32,78°
SE18 0,78°
SE19 87.60°
Teste de Tukey p<0,05

Pelos resultados apresentados na Tabela 2, observa-se que as amostras apresentaram
diferencas significativas pelo Teste de Tukey, quanto ao teor de flavonéides totais. A
propolis SE19 (capixingui) apresentou maior teor de flavonoéides (87,60 mg/g), enquanto
que a amostra SE18 (rubim) mostrou quantidade muito baixa de flavondides (< 1,0 mg/g).
Nio houve diferenca significativa entre as amostras SE5 e SE17 (37,66 e 32,78 mg/g,
respectivamente), SE1, SE4 e SE12 (19,49; 24,79 e 25,67 mg/g, respectivamente) € SE2 e
SE10 com teores de 10,78 e 8,11 mg/g respectivamente.

Comparando-se esses resultados com aqueles obtidos através da Cromatografia em
Camada Delgada de Alta Eficiéncia, observa-se que as amostras SE18 e SE10, que

apresentaram menor nimero de bandas, também apresentaram menor teor de flavonoides
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totais. A amostra SE2, cujo perfil cromatografico foi qualitativamente igual as demais do
mesmo grupo, porém com bandas menos intensas, apresentou menor teor de flavondides,
diferindo  significativamente das demais amostras com as mesmas caracteristicas

cromatogréaficas.

E importante ressaltar que a propolis do Estado de Sdo Paulo € considerada como
uma das melhores prépolis do mundo, devido a suas propriedades farmacoldgicas,
apresentando padrdo de concorréncia. O mercado japonés, bastante exigente, d4 preferéncia
a um produto bem seco, aromético e de coloragdo marrom a esverdeada, sendo estas as

caracteristicas encontradas nas propolis de S&o Paulo analisadas.

A determinagdo dos flavondides totais ¢ um método utilizado na avaliagdo
comercial da prépolis, havendo maior valorizagdo daquelas que apresentam maior teor de
flavondides. Apesar de ser um método rapido e preciso, ndo é exato, sendo que a

quantidade de flavonoides presentes na amostra pode ser subestimada.

Isto ocorre porque o efeito batocromico causado pelo aluminio, que leva a um
aumento no comprimento de onda de absorg¢@o dos compostos, ndo € uniforme para todos
os flavonoides. A formagdo de quelatos com o aluminio em solu¢do de etanol ocorre com
flavonas e flavonois que contém um grupo hidroxil livre nas posi¢des 3 ou 5, ou ainda com
os grupos 3°, 4’ dihidroxil (Jurd, 1969). Estes complexos absorvem préximo ao
comprimento de onda de 415nm, que corresponde a banda de absorgdo do complexo

quercetina-aluminio.

Entretanto, devido a falta de conjugag¢Zo entre os anéis A e B, flavanonas,
isoflavonas e dihidroflavonois apresentam absor¢do mdxima na regido entre 270-295 nm,
inferior aos espectros das flavonas e flavondis. Além disso, o efeito batocrémico causado
pelo aluminio sobre estes flavonéides € menor, havendo aumento da absor¢do em torno de

20 a 40 nm, ndo sendo, portanto, detectados por esta metodologia (Makham, 1970).
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5.4.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A identificacdo e quantificagdo dos flavonéides presentes nas amostras de propolis
dos grupos representativos do Estado de Sao Paulo foram feitas através da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em Fase Reversa como descrito no item 4.3.3.

Os cromatogramas estdo ilustrados nas Figuras 12 a 15, sendo os valores

encontrados na quantificacdo dos flavonoides apresentados na Tabela 3.

Observando a distribuicdo dos picos nos cromatogramas, nota-se uma similarilade
entre as amostras SE1, SE2, SE4, SE5, SE17 e SE19, sendo que o mesmo ja havia sido
verificado nos espectros na Regido UV-Visivel e na Cromatografia em Camada Delgada.
Da mesma maneira, verifica-se que as amostras SE10, SE12 e SE18 apresentam perfis
cromatograficos diferentes, sendo que a amostra SE18 possui um niimero bem menor de

picos.

Da mesma maneira, na Tabela 3, podemos verificar que as amostras que
demonstraram as similaridades acima discutidas, apresentaram os mesmos compostos
fenolicos (acido cumdrico, acido ferrulico, pinobanksina, kamferol, isosakuranetina e
kamferide), variando apenas as quantidades encontradas, com excecdo das amostras SE4
onde também foi encontrado pequena quantidade de quercetina, e SE2 que ndo mostrou a
presenga dos compostos acido ferrulico e pinobanksina em quantidades detectaveis. A
amostra SE18, como previsto nas andlises anteriores, apresentou apenas o flavondide
pinocembrina (0,763 mg/g prépolis); enquanto que a SE12 mostrou maior variabilidade dos
compostos, encontrando-se ainda, além dos j4 citados acima, rhamnetina, pinocembrina,
crisina e tectocrisina. Apesar da amostra SE10 apresentar um perfil diferente nas analises
de Espectrofotometria na Regido UV-Visivel e Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Eficiéncia, os compostos encontrados foram os mesmos da maioria das amostras, com
exce¢do do kamferol (ausente nesta), porém em quantidades inferiores, o que explicaria

essas diferencas nos perfis cromatograficos.
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Tabela 3 - Andlise dos Flavondides por CLAE em Fase Reversa dos Grupos de

Propolis Representativos do Estado de Sio Paulo.

Teor de Flavonéides em mg/g de prépolis
Amostra de SE1 SE2 SE4 SE5 SE10 SE12 SE17 SE18 SE19
Prépolis
Acido cumirico | 4,40 1,00 6,46 8,90 0,63 2,32 o - 5,45
Acido ferrilico | 1,10 0,14 1,79 2,82 0,17 0,27 2,41 - 2,97
Quercetina - - 0,66 - - - - - -
Pinobanksina | 6,95 - 1341 | 22,53 1,63 3,56 13,73 - 16,06
Kamferol 0,30 - 0,48 1,02 - 0,43 0,51 - 0,84
Rhamnetina - - - - - 0,14 - - -
Isosakuranetina | 18,82 | 20,31 | 41,76 | 52.86 7,71 11,41 62,42 - 47,52
Pinocembrina - - - - - 7,48 - 0,76 -
Crisina - - - - - 9,64 - - -
Kamferide 1,56 0,36 2,90 4,12 0,35 1,80 3,87 - 3,74
Tectocrisina - - - - - 1,81 - - -

Os resultados encontrados estdo de acordo com analises realizadas por alguns
autores nas propolis da Regido Sudeste do Brasil. Marcucci ef al. (2000) encontrou os
seguintes compostos: acido caféico, acido p-cumadrico, acido ferriilico, pinobanksina e um
derivado do kamferol, além de outros cinco fenélicos. Analisando a prépolis do Estado de
Minas Gerais, Tazawa et al. (1998) verificou a presenga, dentre outros compostos, dos
flavondides isosakuranetina, pinocembrina, dihidrokamferide, kemferide e betuletol. Em
analises de amostras de propolis do Rio de Janeiro, foram encontrados, por exemplo, os
acidos cindmico e benzobico, kamferide e betuletol (Pereira ef al., 1998).Também ha relatos
de anélises feitas com propolis do Estado de Sdo Paulo, onde os compostos encontrados
foram kamferide, 2 derivados do 4cido cindmico, acido cumaérico, aromadendrina-4’-
metileter, 5,6,7-triidroxi-3,4’-dimetoxiflavona e acido ferriilico (Boudorova-Krasteva et al.,
1997; Bankova et al., 1998).

E importante ressaltar um trabalho realizado por Marcucci et al. (1998) onde foram
analisadas duas propolis do Estado de Sdo Paulo, uma coletada em regido de Pinus sp e
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outra em regido de floresta de Eucalyptus sp. As amostras mostraram similaridades no
aspecto qualitativo, com presen¢a de 4cidos caféico, ferrilico e p-cumérico, porém a
concentragdo destes foi maior na prépolis de eucalipto, que também apresentou maior
quantidade de flavondides. Em nossas analises, também pdde ser observado que a amostra
SE2 (pinus) apresentou os compostos acido cumadrico, 4cido ferrtilico, isosakuranetina e
kamferide em menor quantidade comparada com a amostra SE4 (eucalipto), e auséncia dos

flavonéides quercetina, pinobanksina e kamferol, presentes na amostra de eucalipto.

Frente a estes resultados pode-se concluir que ha pouca variabilidade na composicéo
quimica das prépolis do Estado de Sdo Paulo, sendo que os compostos acido cumaérico,

acido ferrulico e kamferide foram identificados na maior parte dos trabalhos descritos.
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Figura 12 : Cromatogramas obtidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) dos
Extratos Etanélicos das Ameostras de Propolis Representativas do Estado de Siao Paulo (SE1,
SE2, SE4, SES5, SE10 e SE12).
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2 — acido ferrtlico
3 — quercetina

4 — pinobanksina

5 — kamferol

6 — rhamnetina

7 — isosakuranetina
8 — pinocembrina

9 — crisina

10 — kamferide

11 - tectocrisina

Figura 13 : Cromatogramas obtidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) dos Extratos Etandélicos das Amostras de Propolis Representativas do Estado

de Sao Paulo (SE17, SE18 e SE19).
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Figura 14: Cromatogramas Tridimensionais obtidos por CLAE das Amostras de
Prépolis Representativas do Estado de Sio Paulo (SE1, SE2, SE4, SES, SE10 e SE12).
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Figura 15: Cromatogramas Tridimensionais obtidos por CLAE das Amostras de
Propolis Representativas do Estado de Sdo Paulo (SE17, SE18 e SE19).
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3.5 Atividades Biologicas

5.5.1 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das propolis do Estado de Sdo Paulo foi testada contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Streptococcus mutans de acordo com a metodologia
descrita no item 4.4.1. Os resultados obtidos para os grupos representativos se encontram

na Tabela 4, e a Figura 16 mostra os antibiogramas contra Staphylococcus aureus.

Observa-se que o potencial antimicrobiano variou bastante entre os grupos, sendo

.....

ndo apresentaram nenhuma atividade contra os microrganismos testados.

Comparando-se estes resultados com a Determinacdo de Flavonoides Totais
realizado, verifica-se uma correlagdo entre os resultados obtidos, uma vez que a maior
quantidade de flavonoides totais foi encontrada na amostra SE19 (87,60 mg/g) com maior

atividade antimicrobiana, enquanto que os menores valores foram encontrados nas amostras

microrganismos testados.

Os resultados encontrados estdo de acordo com Park ef al. (1998 b) que analisaram
duas amostras provenientes de Minas Gerais ¢ uma de Sdo Paulo, sendo que todas
apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. Bankova et
al. (1995) e Kujungiev et al. (1999) também encontraram atividade contra S. aureus em

amostras provenientes do Estado de Séo Paulo.
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Tabela 4 - Atividade Antibacteriana contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 e

Streptococcus mutans das Amostras de Prépolis Representativas do Estado de Sao

Paulo.
Zona de Inibicio (mm)
Amostra de Propolis | Staphylococcus aureus | Streptococcus mutans
ATCC 25923
SE1 1,0 1,0
SE2 0,5 1,0
SE4 1,5 1.5
SES 2,0 2,0
SE10 - =
SE12 trago trago
SE17 2,0 1.5
SE18 - -
SE19 3,0 2.3

Estudos tém sido realizados na tentativa de identificar os compostos responsaveis
pela atividade antimicrobiana. Bankova ef al. (1996) relacionou a atividade contra
Staphylococcus aureus da propolis do Estado do Parana (Brasil) a acidos diterpénicos. Os
flavonéides kamferide, galangina, apigeniana, quercetina, ramnetina, pinocembrina e
kamferol demonstraram alta atividade bacteriostatica contra Staphylococcus aureus
(Maciejewicz & Meresta, 1999). A propolis da Alemanha, rica em galangina, phenietil-
trans-cafeato e benzil ferulato, apresentou alta atividade contra este microrganismo (Hegaz
et al., 2000).

Aga et al. (1994) isolaram e identificaram trés compostos da propolis do Estado de
Séo Paulo: acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico, acido 3-prenil-4-
dihidrocinamoloxicindmico e 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2-H-1-benzopirano. Os trés
compostos apresentaram atividade contra Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes e

Arthroderma benhamiae, sendo o primeiro composto com maior atividade antimicrobiana.

Kujumgiev et al. (1999) analisaram amostras de propolis de diferentes localidades
geograficas e composicdo quimica, encontrando em todas, significante atividade

antibacteriana e antifiingica.
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Na amostra SE19, que apresentou maior atividade, foram encontrados os seguintes
compostos fendlicos: isosakuranetina (47,52 mg/g), pinobanksina (16,06 mg/g), 4cido
cumarico (5,44 mg/g), kamferide (3,74 mg/g), acido ferrilico (2,97 mg/g) e kamferol (0,84
mg/g).

Frente aos resultados encontrados, bem como aos dados da literatura, e, sendo a
propolis responsavel pela protecdo da colméia contra a propagacéo microbiana, acredita-se
que sua atividade bioldgica se deve a uma combinag@o de compostos, € nfo a apenas uma

substéncia isoladamente.
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Figura 16: Atividade Antimicrobiana contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 Ias
Amostras de Prépolis do Estado de Sio Paulo (SE1 a SE19).
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3.5.2 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos das propolis dos grupos
representativos do Estado de S@o Paulo foi determinada pelo método descrito no item 4.4.2,

baseado na oxidagéo acoplada do B-caroteno e acido linoléico.

Os resultados obtidos estdo representados nas Figuras 17 e 18, notando-se que a
maioria das amostras de S3o Paulo apresentou alta atividade antioxidante, com valores
entre 83 e 98,5% num periodo de trés horas de incubagdo a 40°C, com exce¢do da amostra

SE18, que apresentou baixa atividade (40,48%).

Estes valores podem ser relacionados com o teor de flavonoides totais encontrados,
sendo que a amostra SE18 que apresentou baixo teor de flavonodides, mostrou menor
atividade antioxidante. Entretanto nd3o houve diferenca significativa na atividade
antioxidante das amostras SE1, SE4, SES5, SE17 e SE19, apesar de apresentarem variagio

no teor de flavonodides totais.

Flavondides estdo entre os mais potentes antioxidantes das plantas porque possuem
um ou mais dos seguintes elementos estruturais envolvidos na atividade antioxidante: (1)
um grupo o-difenol no anel B, (2) 2-3 dupla ligagdo conjugada com fungdo 4-oxo, e (3)
grupos hidroxila nas posi¢des 3 e 5. Quercetina, um flavonol que combina todas estas
caracteristicas, ¢ um dos mais potentes antioxidantes naturais. A eficiéncia como
antioxidante dos flavonoides estd diretamente correlacionada com o grau de hidroxilagéo e

diminui na presenga de agucar ligado (Bravo, 1998).

Alguns compostos tém sido reportados como potentes antioxidantes, como o acido
caféico e seu derivado, o acido caféico phenetil ester (CAPE), largamente distribuido nas
plantas. Um estudo realizado com prépolis, indicou que o benzil cafeato também apresenta
atividade antioxidante (Yamauchi er al, 1992). Basnet et al. (1997) isolaram um novo
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composto do extrato aquoso da propolis brasileira denominado propol, que apresentou alta

atividade antioxidante.

De maneira geral, a atividade antioxidante de plantas e da propolis tem sido
relacionada com a presen¢a de flavonoides, entretanto os compostos isolados responsaveis

pela atividade, bem como seu mecanismo de agdo ainda ndo foram elucidados.
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Figura 17: Atividade Antioxidante dos Extratos Etanélicos das Amostras de Prépolis

dos Grupos Representativos do Estado de Sio Paulo.
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Figura 18: Atividade Antioxidante dos Extratos Etanélicos das Amostras de Prépolis

dos Grupos Representativos do Estado de Sio Paulo apés 3 horas de incubacio.
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5.5.3 Atividade Antiinflamatéria

A atividade antiinflamatéria das prépolis pertencentes aos grupos representativos foi
determinada de acordo com o método descrito no item 4.4.3.

A base da medida turbidimétrica da hialuronidase € o fendmeno de precipitagdo que
ocorre quando as ligagGes glicosidicas do acido hialurénico sfio rompidas e a cadeia
despolimerizada, sendo portanto a inibi¢do desta, uma medida de atividade antiinflamatéria

in vitro.

Como pode ser observado na Tabela 5, todos os extratos etandlicos de propolis
apresentaram inibi¢do da enzima, sendo que os maiores valores foram das amostras SE12 e
SE17 em torno de 29%, amostras SE4 e SE5 (23%) e amostra SE19 (18%), ndo havendo
diferenca significativa entre as cinco amostras a nivel de 5% de significancia pelo Teste de
Tukey.

Miyataka et al (1997) estudaram a inibicdo da enzima hialuronidase pelos extratos

etandlicos da propolis brasileira, sendo que todas as amostras apresentaram atividade.

Os resultados encontrados por Moura (2000) em estudos feitos com amostras de
propolis da Regido Nordeste do Brasil, mostram que todas apresentaram atividade

antiinflamatéria, sendo trés amostras com poder de inibigdo em torno de 50%.

Estudando o efeito de alguns flavondides sobre a enzima hialuronidase, Kuppusamy
& Das (1991) mostraram que a presenga de grupos hidroxilas nas posigdes 5,7 € 4, uma
dupla ligagdo entre os carbonos 2 € 3 e um grupo cetona na posi¢do 4, refletem numa
potente agdo inibitoria sobre a hialuronidase. Entretanto, a habilidade dos flavon6ides em
inibir a atividade enzimética pode ser completamente destruida na presenga de substituintes

glicosideos. Os flavondides apigenina, luteolina e kamferol mostraram-se como potentes
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mibidores enzimaticos, enquanto miricetina, floretina e quercetina apresentaram inibigao

variavel dependendo da dose de hialuronidase de veneno aplicada.

Através das andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
realizadas, foi encontrado o flavonéide kamferol nas amostras SE1, SE4, SES, SE12, SE17
e SE19, sendo que as mesmas amostras, com exce¢do da SEI1, apresentaram maior
atividade antiinflamatoria. Desta forma, pode-se constatar que este composto pode estar
relacionado com a inibigdo da enzima hialuronidase, entretanto, outros compostos ainda

ndo identificados como potentes inibidores, podem mostrar a¢éo antiinflamatéria.

Tabela 5 — % de Inibicio da Enzima Hialuronidase das Amostras de Extrato

Etanélico de Propolis dos Grupos Representativos do Estado de Sdo Paulo.

Amostra % Inibicao da
Hialuronidase
SEI 12,9°
SE2 11,2°
SE4 23,6
SES 23,5%
SE10 12,4°
SE12 29,2°
SE17 29,1®
SE18 15,6™
SE19 17,8
Teste de Tukey p<0,05
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6.CONCLUSOES

As analises por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia e
Espectrofotometria UV-Visivel, demonstraram a pequena diversidade das prépolis do
Estado de Sdo Paulo.

A pequena diversidade quimica foi confirmada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, podendo as amostras de propolis serem agrupadas em 4 grupos distintos. A
maioria das amostras de propolis do Estado de S@o Paulo apresentou os seguintes
compostos em maior quantidade: isosakuranetina, pinobanksina , acido cumarico,
kamferide, acido ferrtilico e kamferol.

Houve diferenca na atividade antibacteriana contra o0s microrganismos
Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans entre as amostras analisadas, sendo o
maior potencial encontrado na amostra SE19, enquanto que as amostras SE10 e SE18

ndo apresentaram atividade.

Observou-se correlagdo entre os resultados encontrados no Teste de Flavondides

Totais e a atividade antimicrobiana, sendo que as amostras com maior quantidade de

.....

Todas as amostras analisadas, com exce¢do da amostra SE18, apresentaram alta
atividade antioxidante apds trés horas de incubag@o. Também foi verificada inibi¢do da
enzima hialuronidase nas amostras de propolis de Sdo Paulo analisadas.
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