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RESUMO

O objetivo deste estudo foi classificar e analisar a origem botanica dos principais
tipos de prépolis brasileiras produzidas por abelhas Apis mellifera africanizadas, bem como
avaliar a composi¢do de amostras de mel e propolis da mesma colméia coletados em varias
regides do Brasil. Assim, foram coletadas 201 amostras de propolis nas regides Norte,
Nordeste, Sul e Sudeste e 47 amostras de mel das regides das regides Nordeste, Sul e
Sudeste do Brasil. Através das analises por espectrofotometria na regido UV-visivel e
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) foi possivel classificar as
amostras coletadas de propolis em 12 grupos distintos. As diferengas na composi¢do
quimica dos grupos de propolis foram detectadas pelas técnicas de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massas (CG-
EM). As propolis do grupo 3 mostraram a presenga do éster do dcido dimetil dialil caféico,
0 qual ¢ um composto altamente alergénico e comumente encontrado em propolis de climas
temperados. Propolis do grupo 6 apresentaram uma composi¢do quimica distinta dos
demais grupos, principalmente pela completa auséncia de flavondides. Entretanto, este foi o
grupo que apresentou as maiores atividades contra os microrganismos Streptococcus
mutans € Staphylococcus aureus. Todos os grupos, exceto os de nimero 9 and 10,
mostraram um indice de antioxidacdo superior a 4. Com relagdo a atividade
antiinflamatéria, as propolis dos grupos 3, 5, 6, 7, 8, e 12 demonstraram uma alta atividade
quando comparadas com as propolis dos grupos 1, 2, 4, 9, 10 e 11. No teste da atividade
citotoxica, as propolis dos grupos 6 e 7 apresentaram as maiores atividades “in vitro” contra
4 linhagens de células tumorais humanas. Com base nas evidéncias fitoquimicas,
determinadas por meio das técnicas de espectrofotometria na regido UV-visivel, CCDAE,
CLAE e CG-EM. as espécies vegetais Populus alba, Hyptis divaricata e Baccharis
dracunculifolia mostraram ser as principais fontes vegetais das prépolis do grupo 3, grupo
6 e grupo 12, respectivamente. As amostras de mel. coletadas de diferentes regides
brasileiras e analisadas pela técnica de CCDAE, mostraram um perfil cromatografico
totalmente diferente das amostras de propolis da mesma colméia de origem. Observou-se
que as abelhas utilizaram fontes vegetais diferentes para a elabora¢édo do mel unifloral de

laranja, eucalipto e alecrim do campo, mas somente uma unica fonte vegetal (B.
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dracunculifolia) para a produgdo das propolis oriundas da mesma colméia. O mel de
alecrim do campo foi 0 que apresentou o maior nimero de flavondides, com alto teor de
quercetina. Estes resultados demonstraram uma grande diversidade das propolis brasileiras,
ndo somente em relagdo as suas composi¢do quimica, mas sobretudo, em relagdo as suas

atividades bioldgicas.




ABSTRACT

The aim of this study was to classify and analyze the botanical origin of the main
Brazilian propolis produced by africanized Apis mellifera; as well as to evaluate the
composition of honey and propolis from the same beehive from various Brazilian regions.
Therefore, two hundred and one propolis samples were collected, in northern, northeastern,
southern and southeastern Brazil, in addition to forty and seven honey samples collected in
northeastern, southern and southeastern Brazil. Using Ultraviolet-visible spectrophotometry
and High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) it was possible to classify the
samples into 12 different groups of propolis. The differences in the chemical composition
of the groups were detected by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Gas
Chromatography — Mass Spectrometer (GC-MS). Group 3 showed the presence of the
compound dimethylallyl ester of caffeic acid, which has been implicated as an allergenic
substance in propolis from temperate zones. Group 6 showed a very different chemical
composition, in which flavonoids were not detected. Nevertheless, this group showed high
antibacterial activity against Streptococcus mutans and Stapylococcus aureus. All groups of
propolis, except for the groups 9 and 10, showed an antioxidant index higher than 4.
Regarding the antiinflammatory activity, propolis from the groups 3, 5,6, 7, 8 and 12
demonstrated higher antiinflammatory activity as compared to that of groups 1, 2, 4, 9, 10
and 11. Propolis from the groups 6 and 7 were highly active “in vitro” against 4 human
tumoral cell lines. Based on phytochemical evidence, obtained by means of UV-visible
Spectrofotometry, HPTLC, HPLC and GC-MS techniques, Populus alba. Hyptis divaricata
and Baccharis dracunculifolia were shown to be the main source of propolis for groups 3, 6
and 12 respectively. Honey samples collected from various Brazilian regions showed a
distinct chromatographic profile when compared to propolis collected at the same beehive,
as shown by the CCDAE technique. In the southern Brazil samples, it was observed that
bees used several vegetable sources to produce unifloral orange, eucalyptus and rosemary
honeys. However, the chemical analysis of the propolis samples from the respective
beehives showed that the bees had used only one plant source (B. dracunculifolia) to make

the propolis. Rosemary honey showed more flavonoids than the others, with high amounts
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of quercetin. The results demonstrated a great diversity of Brazilian propolis, not only in

their chemical composition, but especially in their biological activity.
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1. INTRODUCAO

Praticamente todas as civilizagdes antigas com as suas terapias milenares
conheceram e utilizaram os produtos das abelhas como valiosos recursos na sua medicina.
As historias das medicinas das civilizagdes Chinesa, Tibetana, Egipcia e também a Greco-
Romana s3o muito ricas, todas contendo em seus escritos antigos, centenas de receitas,
onde entram principalmente mel, propolis, larvas de abelhas e as vezes as proprias abelhas
para curar ou prevenir enfermidades. Merece destaque a Biblia Sagrada, oriunda da
Civilizagdo Hebraica, que em alguns textos enaltece a0 mesmo tempo em que enobrece as
propriedades alimenticias e medicinais do mel. Outros textos referem-se & propolis que era
conhecida como “O balsamo de Gileade”. Era utilizada para curar feridas e atingia altos

pregos no mercado daquela época.

A prépolis é uma substéncia resinosa coletada pelas abelhas de diversas partes da
planta como broto, botdes florais e exsudatos resinosos. Sua composi¢do quimica € bastante
complexa e variada, estando intimamente relacionada com a ecologia da flora de cada
regido visitada pelas abelhas. De modo geral contém 50-60% de resinas e balsamos, 30-
40% de ceras, 5-10% de oleos essenciais, 5% de graos de pdlen, além de microelementos
como aluminio, calcio, estroncio, ferro, cobre, manganés, e pequenas quantidades de
vitaminas B;, Bs, B, C e E (Ghisalberti, 1979). A propolis € conhecida, principalmente, por
suas propriedades antimicrobiana. antioxidante, antiinflamatéria, imunomodulatoria,
hipotensiva, cicatrizante, anestésica, anticancer, anti-HIV e anticariogénica (Ghisalberti,
1979; Bankova et al., 1989; Park et al., 1998a; Park et al., 1998b; Park et al., 2000; Isla et
al., 2001). A presenga de compostos fenolicos, principalmente os flavondides, explicam
em parte a grande diversidade de propriedades biologicas relatadas na literatura (Bankova
et al., 1983; Park ef al., 1995; Banskota er al., 1998).

Na Europa, América do Norte e oeste da Asia a fonte dominante de propolis é o
exsudato do botio de alamo (Populus sp.) (Markham et al., 1996; Wollenweber &
Buchmann, 1997). Entretanto, na América do Sul, a espécie vegetal do género Populus nao

¢ nativa, existindo uma grande diversidade vegetal para a retirada de resina, o que dificulta
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a correlagdo da propolis com a fonte produtora. A dependéncia geografica e vegetal da
propolis é exemplificada nos trabalhos, como por exemplo, de propolis da América do Sul,
Europa, China, Canad4 e Espanha (K6nig, 1985; Greenaway et al., 1990; Garcia-Viguera ef
al..1992: Tomas-Barberan et al., 1993; Bonvehi & Coll, 1994; Park et al., 1998b). A
origem botéanica e quimica das propolis tropicais tem sido ainda uma questdo em aberto
devido, principalmente, a grande diversidade de vegetais para a retirada de resinas vegetais.
Além disso, poucos trabalhos foram desenvolvidos sobre a composi¢do quimica e as
possiveis plantas produtoras de resinas (Aga ef al., 1994; Tomas-Barberan et al., 1993,

Bankova et al.. 1995; Alencar et al., 2000).

Em adicdo, a propolis também tem sido considerada como a principal fonte de
compostos fendlicos presentes no mel, e isto tem sugerido que a origem geografica do mel
pode ser determinada a partir do perfil fenolico (Ferreres et al., 1991; Ferreres et al., 1992).
Apesar dos carboidratos encontrados no mel serem objetos de diversas revisoes (Siddiqui,
1970; White, 1975, 1978; Doner, 1977), outros componentes presentes ndo foram
extensivamente estudados, como por exemplo os compostos fenolicos. Ferreres et al,
(1991) e Amiot et al. (1989), mostraram claramente a presenga de flavonoéides em mel.
Entre os flavondides presentes no mel, a flavanona pinocembrina tem sido relatada e
estudada por sua atividade antibacteriana (Berahia et @l.,1993). Outros estudos também
demonstraram a presenga dos flavondides pinobanksina (Ribeiro-campos et al., 1990),
galangina e crisina (Sabatier ef al., 1992), kanferol (Ferreres ez al., 1998) e 4cidos benzdico
e cindmico (Weston ef al., 1999). Segundo Sabatier et al. (1988), Amiot et al. (1989),
Ferreres et al. (1998), Martos et al. (2000a) e Tomas-Barberan et al. (2001) a andlise de
flavonoides e outros compostos fendlicos pode ser utilizada para a determinag@o da origem

botanica e autenticidade de cada tipo de mel.

Dessa forma a determinacdo da origem geografica e, principalmente, a origem
botanica, aliada a composi¢io quimica, se faz importante em um controle de qualidade e até
mesmo em uma padronizagdo do mel e da propolis brasileira para uma efetiva aplicagdo
terapéutica. Este trabalho apresenta um estudo da composigdo quimica de amostras de mel

e prépolis provenientes de diferentes regides do Brasil, bem como a avaliagdo de algumas
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propriedades biologicas e evidéncias fitoquimicas da origem botanica dos principais grupos

de propolis brasileiras.




2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos: 1) Classificar as amostras de propolis
provenientes de diferentes regides do Brasil; 2) Avaliar o potencial antioxidante,
antiinflamatério, antimicrobiano e anticincer das propolis brasileiras; 3) Identificar a
origem botanica dos principais tipos de propolis brasileiras; 3) Verificar se ha diferengas
entre compostos fenélicos de propolis € mel da mesma colméia; 4) Quantificar flavondides
em propolis e mel; 5) Avaliar a composi¢do quimica de diferentes amostras de mel

unifloral.




3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Propolis

3.1.1 Origem vegetal da propolis

Apesar da origem vegetal da propolis da Europa, Asia ocidental e América do Norte
terem sido bem estudadas, a origem botéanica e geografica das propolis tropicais ainda €

uma questdo em aberto com poucos trabalhos no realizados na area (Aga ef al., 1993).

Konig (1985) relatou as fontes vegetais da propolis de diversas regides. Segundo o
autor, na Europa a principal fonte vegetal para propolis sdo as arvores da familia das
Salicaceas, particularmente do género Populus (conhecidas popularmente como *“alamo™).
Nos Estados Unidos, além dos “alamos”, os pinheiros de modo geral sdo importantes fontes
para propolis. Na Australia os eucaliptos sdo fontes vegetais importantes, sendo que na
regido Ocidental as plantas da espécie Xanthorrhoea pressii € X. australis sdo as fontes
vegetais predominantes de propolis. O autor também descreveu que praticamente ndo existe
na literatura relatos sobre as possiveis fontes vegetais de propolis na regido da América do
Sul e devido a auséncia de “alamo” nesta regido (pois € uma vegetagdo de clima

temperado), outras fontes vegetais devem ser utilizadas pelas abelhas na coleta de propolis.

Nos estudos de identificagio da origem boténica, a composigao quimica da propolis
comparada com a composi¢do da provavel fonte vegetal hipotética tem se mostrado um dos
melhores indicadores da origem da prépolis. Analisando propolis da parte ocidental da
Australia, Ghisalberti e al. (1978) isolaram e estudaram os principais constituintes destas
propolis. Foram identificados os compostos pterostilbene, xantorroeol, sakuranetina e
pinostrobina. Os autores também identificaram o xantorroeol ¢ a sakuranetina nas plantas

do género Xanthorrhoea, as quais sdo endémicas nesta regido da Australia.




Estudando os botdes florais de arvores de Populus nigra, Populus italica, e de
propolis da Bulgaria, Bankova et al. (1989) isolaram dois ésteres do écido caféico e dois
ésteres do 4cido ferrtilico. Os autores confirmaram a hipétese da origem vegetal da propolis
da Bulgéria pela sua relagio com os botdes da familia das saliciceas, principalmente

Populus nigra.

Martos et al. (1997) analisaram as propolis da Tunisia que apresentaram
caracteristicas muito parecida com a propolis da Europa pelo conteddo de crisina,
galangina, tectocrisina, pinocembrina, pinobanksina e cafeatos, diferindo apenas pela
presenca da grande quantidade de miricetina 3,7.4",5’-tetrametil éter e quercetina 3,7,3’-
trimetil éter em menor quantidade. Nesta regido, onde ndo existe “alamo”, os autores

identificaram os mesmos compostos nos exsudato de folhas de Cistus sp.

Tomas-Barberan et al. (1993) realizaram um estudo sobre a composi¢do de
compostos fenélicos em amostras de propolis de Apis mellifera e de abelhas nativas, € as
evidéncias fitoquimicas da origem vegetal da propolis da regido tropical da Venezuela. Os
autores concluiram que os exsudatos das flores de Clusia minor e Clusia major (Guttiferae)
continham os benzofenonas poliprenilados encontrados na maioria das amostras de propolis
estudadas. Neste estudo foi sugerido que estas plantas eram as principais fontes de propolis
da regido tropical da Venezuela. Os autores também verificaram que poucas amostras de

propolis apresentaram flavonodides.

Alencar et al. (2000) estudaram, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, a
relacdo vegetal entre um grupo de propolis encontrado no sul do Brasil com as propolis do
Uruguai, Argentina, China e Estados Unidos. Os autores verificaram que todas as amostras
estudadas apresentaram o mesmo perfil cromatografico, o qual também foi idéntico ao
perfil da resina de dlamo (Populus alba). Esta espécie vegetal foi encontrada no mesmo
local onde foi coletada a amostra brasileira. indicando assim ser a provavel fonte vegetal

deste grupo de propolis.




Utilizando a técnica de cromatografia gasosa com espectrometria de massa, Nagy ef
al. (1985) demonstraram que 35 compostos quimicos, na maioria fenélicos, isolados de
amostras de propolis da Hungria também estavam presentes em arvores da espécie Populi
gemma. Os autores relataram que a composi¢do da propolis era dependente da ecologia

vegetal e que Populi gemma é uma importante fonte vegetal para a prépolis da Hungria.

Greenaway et al. (1990) relataram um estudo sobre a composi¢do quimica e origem
vegetal de propolis. Neste trabalho foi utilizada a técnica de cromatografia gasosa com
espectrometria de massas para analisar os constituintes das propolis e dos exsudatos
resinosos das plantas, principalmente “dlamo”, muito comuns na Europa. Os autores
analisaram amostras de propolis da Austria, Equador, Alemanha, Israel, Reino Unido e
Estados Unidos e demonstraram que, com exce¢do das amostras do Equador, os
constituintes da propolis eram caracteristicos de exsudatos resinosos dos botdes de
“4lamo”, principalmente do género Populus, como Populus nigra, deltadoides e
euroamericana. A prépolis do Equador apresentava uma composi¢do quimica bastante
diferente devido, principalmente, a auséncia de “alamo™ nesta regido. Também foi relatado
que apesar da composi¢do quimica da propolis ser qualitativamente semelhante aos

exsudatos de “4lamo”, quantitativamente apresentavam diferengas significativas.

Bankova et al. (1999) investigaram usando CG-EM, prépolis e secregdes de 3
espécies de plantas, (Baccharis dracunculifolia, Araucaria angustifolia e Eucalyptus
citriodora), que sio comumente mencionadas como as provaveis fontes botéanicas de
propolis. Baseado nas evidéncias quimicas os autores relataram que B. dracunculifolia
mostrou ser uma das fontes de propolis no estado de Sdo Paulo. Em um outro trabalho
realizado, Bankova et al., (1998) investigaram por CG e CG-EM a variagdo sazonal na
composi¢do quimica de propolis brasileira coletada por duas sub-espécies de abelhas, Apis
mellifera africanizada e Apis mellifera ligustica européia. Os principais componentes das
amostras foram os compostos fenélicos, especialmente derivados do 4cido cinamico. Houve
excecdo para as amostras de outono de Apis mellifera lingustica, onde os diterpenos
predominaram. Nas propolis de ambas as subespécies os diterpenos apareceram no verao €

atingiram a porcentagem maxima no outono, mas estiveram ausentes durante as outras
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estagdes. Os autores concluiram que ambas as subespécies de abelhas coletam propolis do
mesmo grupo de plantas e existem pelo menos duas fontes vegetais importantes, que no

entanto ainda nao foram identificadas.

3.1.2 Composicao quimica da prépolis

Os estudos realizados sobre a composi¢do quimica da propolis at€¢ 1970 foram
poucos, com destaque para Villanueva er al. (1964), que isolaram da propolis a galangina
(3,5,7-trihidroxiflavona), um composto quimico pertencente ao grupo dos flavondides. Os
flavonodides sdo compostos fendlicos de baixo peso molecular que tém como base um
nucleo flavana, constituido de 15 carbonos dispostos numa configuragdo Cg-C3-Co.
Segundo Cook & Samman (1996), a atividade bioquimica dos flavonoides e seus
metabolitos depende da estrutura quimica e orientagdo relativa das varias partes da

molécula.

Schneidweind et al. (1975) isolaram e identificaram 14 flavonoides de propolis
sendo que 9 ja haviam sido descritos: crisina, tectocrisina, 5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavona,
ramnocitrina, galangina, isalpinina, pinostrobina, 5-hidroxi-4'.7-dimetoxiflavanona,
pinocembrina. Os outros 5 flavondides ndo haviam sido antes mencionados na literatura:
pectolinarigenina (5,7-dihidroxi-4',6-dimetoxiflavona), quercetina-3,3'-dimetil éter (4',5,7-
trihidroxi-3,3'.-dimetoxiflavona), sakuranetina (4',5-dihidroxi-7-metoxiflavanona),
pinobanksina (3,5,7-trihidroxiflavanona) e pinobanksina-3-acetato (5,7-dihidroxi-3-

acetilflavanona).

Greenaway et al. (1991) identificaram 150 compostos nas propolis do
Hemisfério Norte. Dentre eles, foram confirmados os compostos volateis 2-metilbutil
acetato, isobutil isobutirato, 3-metil-3-buten-1-o0l e prenil acetato, nunca antes relatados em

extratos de propolis.
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A analise de compostos volateis em amostras de propolis também foi realizada por
Janes & Bumba (1974), que mostrou a presenca dos seguintes compostos: alcool benzilico,
vanilina e eugenol. Além disso foram identificados fenil vinil éter, anisil vinil éter,

ciclohexilbenzoato. acido benzdico e acido sérbico.

Banskota et al. (1998) isolaram e identificaram 23 compostos em amostras de
propolis do Brasil. Destes, um composto novo foi identificado como um derivado do
cromano prenilado (3-hidroxi-2,2 dimetil-8-fenilcromano-6-acido propendico) (1). Os
outros compostos, ja conhecidos, foram identificados como: 2,2-dimetil-8-fenilcromeno-6-
4cido propendico (2); 2,2-dimetilcromeno-6-4cido propendico (3); 2,2-dimetilcromeno-6-
acido carboxilico (4); artepelin (5); 4-dihidrocinamoiloxi-3-4dcido fenilcindmico (6); 4-
hidroxi-3-acido fenilcindmico (7); vanilina (8); aldeido coniferil (9); acido isocupréssico
(10); 15-acetoxiisocupressico acido (11); acido agatico (12); 4cido agatico 15-metil éster
(13); 4cido agatalico (14); acido cupréssico (15); tremetona (16); viscidona (17); 12-
acetoxiviscidona (18); betuletol (19); kanferide (20); ermanina (21): 3.5,7-trthidroxi-4'-
metoxiflavanol (22); e acetato coniferil dimérico (23). Os compostos 4,7, 12-19 e 22 foram

isolados pela primeira vez em propolis.

Tazawa et al. (1999) isolaram 7 novos derivados do 4cido p-cumdrico juntamente
com outros 17 compostos conhecidos, incluindo 4 flavonoides, 1 acido fendlico prenilado,
4 4cidos diterpénicos, 1 lignana, 2 ésteres do acido p-cumarico e 5 derivados do é&cido
cindmico. Os compostos novos foram identificados como sendo (E)-2,3-dihidroconiferil p-
cumarato, (E)-3-{2,3-dihidro-2-[2-[(E)-p-cumaroloxi]-1-metiletill]-5-benzofuranil } -2-acido
propendico, (E)-4-(2,3-dihidrocinamoloxi)acido cinamico, (E)-3-(2.2-dimetil-3,4-dihidro-3-
hidroxi-2H-1-benzopirano-6-yl)-2-acido propendico, (E)-3-[2,3-dihidro-2-(1-metiletenil)-5-
benzofuranil]-2-acido propenoico, (E)3-[2,3-dihidro-2-(1-metiletenil)-7-prenil-5-
benzofuranil]-2-acido propendico e (E)-3-{3-[(E)-4-(2,3-dihidrocinamoloxi)-3-metil-2-
butenil]-4-hidroxi-5-prenilfenil}-2-4cido  propendico. Os compostos dihidrokanferol
(aromadendrina), 6-metoxikanferol, 4-hidroxi-3-acido prenilbenzodico, plicatina B e

capilartemisina A foram isolados de prépolis pela primeira vez.
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Munoz et al. (2001) isolaram os seguintes compostos de propolis do Chile:
viscidona, vanilina. 3'.4'-(metilendioxi) acetofenona, 3-etoxi-4-metoxibenzaldeido, acido
cinamico, 3-metoxi-4-hidroximetil éster. Este foi o primeiro relato da composi¢ao quimica

de propolis de clima érido tipico do mediterraneo.

Marcucci er al. (2001) isolaram quatro compostos de propolis e os identificaram
como sendo: (1)3-prenil-4-acido hidroxicindmico (PHCA); (2) 2,2-dimetil-6-carboxietenil-
2H-1-benzopirano (DCBEN); (3) 3,5-diprenil-4-acido hidroxicindmico (DHCA) e 4 2.,2-
dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-1-benzopirano (DPB). As estruturas desses compostos
foram determinadas pelas técnicas de espectrometria de massa ¢ ressondncia magnética
nuclear. Os composto isolados foram testados contra o Trypanosoma cruzi € as bactérias
Escherichia coli. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus € Sitreptococcus
faecalis. Todos os compostos foram ativos contra o 7. cruzi. Com exce¢do do composto 1,

todos os outros foram ativos contra as demais bactérias testadas.

Bonvehi & Coll, (1994) analisaram a composi¢do quimica e a atividade
bacteriostatica das amostras de prépolis provenientes de diferentes regides geograficas e
botianicas do Uruguai e da China. Neste estudo foi demonstrado que os compostos
fenolicos, principalmente os flavonoides, apresentavam variabilidade dependendo da
regifo. De modo geral a apigenina e a acacetina apresentavam-se em maiores
concentracdes, seguidas da pinocembrina e quercetina, além dos derivados do acido

benzoico, cindmico, benzaldeidos e da vanilina.

Existem varios relatos na literatura sobre o comportamento cromatografico dos
flavonéides e outros compostos fendlicos. Casteele et al. (1982) analisaram a separagdo de
flavonoides de propolis através de cromatografia liquida de alta eficiéncia equipado com
uma coluna LiChrosorb RP-18. Os autores verificaram os tempos de retengdo de 141
flavonoides e relataram que a sequéncia de eluigdo dos compostos pode ser interpretada do
seguinte modo: os compostos inicialmente adsorveriam na fase estacionaria hidrofobica e

seriam subsequentemente eluidos com a fase mével, dependendo do grau de formagdo de
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pontes de hidrogénio. Os autores explicaram que nas flavonas e isoflavonas o grupo
carbonil na posi¢do Cs, devido a ressondncia, apresentariam carga parcial negativa, sendo
assim as principais responsaveis pela formagdo de pontes de hidrogénio com o solvente. A
presenca do grupo OH na posi¢do 5 permitiria a forma¢do de uma ponte de hidrogénio
intramolecular forte, diminuindo assim a capacidade de interagio com o solvente e
aumentando o seu tempo de retengdo. O mesmo ocorreria com a presenga do grupo OH na

posicdo 3. A interagdo seria mais fraca e interferiria menos no seu tempo de reteng&o.

Com relacdo a cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE),
Heimler (1986) relacionou o comportamento cromatografico dos flavonéides agliconas
com o numero e a posi¢do dos grupos hidroxilas substituintes. Utilizando placas RP-18 e
Sil Cy5-50, e fase movel 4cido acético em 60% de metanol, foi observado que as flavanonas
ficaram pouco retidas na placa quando comparou-se com as flavonas, devido a sua maior
polaridade. De um modo geral, 0 aumento no nimero de hidroxilas diminuiu o tempo de

reten¢do dos compostos.

Ackermann (1991) descreveu um método analitico rapido, através da cromatografia
de camada delgada (CCD), para estudar os diversos componentes da propolis. Foram
utilizados 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. O autor concluiu que através deste método pode-se ter uma avalia¢do rapida dos
diversos componentes mobilizados na placa de CCD. Também foram observadas diferengas
na distribui¢do dos componentes das propolis provenientes de regides geograficas

diferentes.

Estudando algumas técnicas cromatograficas, Vanhaelen & Vanhaelen-Fastré
(1980) analisaram a separagdo de compostos fendlicos, dentre eles os flavonoides. por 3
métodos distintos: cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gas-liquido (CGL). Os

autores destacaram a utilizagdo de placas prontas RP-8, utilizando um sistema solvente
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simples, compostos de agua e etanol (45:55, v/v), que apresentou melhor resolug@o dentre
outros sistemas testados. Neste estudo foi demonstrada a boa separagdo dos compostos
fendlicos pela CGL, apesar de limitagdes como a necessidade de derivatizagdo e de
degradacdo térmica, além de problemas de elui¢do dos flavonoides acacetina e apigenina e
da separagio dos flavonoides heterociclicos. Na técnica de CLAE foi observado que alguns

fenois interferiram na separagdo dos flavonoides presentes nas amostras.

Matsuno et al. (1998) fracionaram o extrato metandlico de propolis brasileira por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e isolaram um novo derivado benzo-gama-pirano,
com formula molecular Ci9H»,03 (PM:298.38), baseando-se em ensaios de citotoxicidade
sobre o carcinoma hepatocelular humano (HuH 13). A estrutura deste composto foi
determinada como 3-[2-dimetil-8-(3-metil-2-bulenil)benzopirano]-6-acido propendico. Este
composto foi sintetizado quimicamente por ciclizagdo do artepilin C (3-[4-hidroxi-3,5-

bis(3-metil-2-butenil)fenil]-2-acido propenoico).

Wulf & Nagel (1976) analisaram 4cidos fenélicos e flavondides de propolis atraveés
da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Neste estudo foi utilizado
uma coluna pBondapak/C)g e um detector U.V. operando a 254 ¢ 280 nm, em um sistema
isocratico com solvente agua:acido acético:metanol (65:5:30, v/v). Os autores estudaram a
influéncia do grupo carbonil na posi¢do 4 sobre a polaridade dos flavonoides, e observaram
que os grupos hidroxilas nas posigdes 3 e 5 interagiam com o ceto grupo da posi¢do 4,
diminuindo assim a sua polaridade. Também foram relatadas as vantagens da CLAE em
relagdo a cromatogafia gasosa nas analises de propolis, pois a técnica de cromatografia
gasosa apresenta problemas de degradagdo térmica e necessita de uma etapa adicional de

derivatizacao.

Park et al. (1995) estudaram amostras de propolis provenientes de diferentes regides
do Brasil através de espectrofotometria em U.V., cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi verificado que as concentragdes de

flavonoides totais e de flavondides agliconas, como galangina, crisina e quercetina,
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variaram dependendo da regido de coleta. Em um outro trabalho, Park ef al. (1997)
analisaram amostras de propolis originarias de duas variedades de abelhas Apis mellifera
localizadas em uma mesma regido, pelas técnicas descritas acima, € mostraram que a

composi¢do quimica dos flavonéides foi dependente da variedade da abelha.

Menghinello et al. (1999) desenvolveram um método cromatografico, CLAE-FR,
para separacdo simultdnea dos 16 principais flavonéides agliconas e 3 glicosideos presentes
em amostras de propolis. A separagdo foi feita em uma coluna Supelcosil LC-318,
utilizando 4gua, acetonitrila e acido trifluoroacético. Os autores concluiram que as analises
cromatograficas forneceram uma descrigéo precisa da composi¢do qualitativa € quantitativa

dos flavonoides analisados.

Marcucci et al. (2000) analisaram 40 amostras de propolis do sul e sudeste do Brasil
por CLAE. Estes autores estudaram 18 compostos de interesse: acido caféico; acido
cumarico; acido ferrtlico e alguns derivados destes acidos; pinobanksina, um derivado do
kanferol e 5 compostos fenolicos [3-prenil-4- acido hidroxicindmico (PHCA); 2,2-dimetil-
6-carboxietenil-2H-1-benzopirano (DCBE); 3,5-diprenil-4-acido hidroxicinamico (DHCA);
composto E (desconhecido) e 6-propenoico-2,2-dimetil-8-prenil-2H-1- acido benzopirano
(DPB)]. As amostras do grupo do sudeste eram ricas em derivados do kanferol. As
amostras do grupo I do sul mostraram alto conteido do composto DPB, mas baixa
concentragdo dos derivados do kanferol e do composto DCBE. Amostras do grupo II do sul
foram caracterizadas pela alta concentragdo de DCBE, DHCA, 4cido cumarico e DPB. Os
autores concluiram que a identificagdo de novos compostos nas propolis brasileiras podem

dar indicios sobre a sua origem vegetal.

Koo et al. (1999) avaliaram o efeito da propolis de Apis mellifera coletada de duas
regides do Brasil (Minas Gerais e Rio Grande do Sul) no desenvolvimento de carie em
ratos dessalivados. A composi¢do dos flavondides dos extratos etanolicos de propolis
(EEP), foi analisada por CCDAE e CLAE em fase reversa. O padrdo de CCDAE e o perfil
da CLAE demonstraram que a qualidade e a quantidade de flavondides agliconas do EEP
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de Minas Gerais foi diferente das do EEP do Rio Grande do Sul. O EEP do Rio Grande do
Sul apresentou altas concentragdes de pinocembrina, crisina, acacetina, e galangina. Os

autores concluiram que o efeito cariostatico da propolis depende da composigéo do extrato

e conseqiientemente da regido de coleta.

Bogdanov (1989) analisou a composi¢do de flavondides de 4 amostras de mel e 2
amostras de prépolis da Sui¢a. O principal flavonéide identificado tanto no mel quanto nas
amostras de propolis foi a pinocembrina, além de pequenas quantidades de crisina e
galangina. O autor também relatou que o perfil de flavondides, tanto na cromatografia em
camada delgada quanto na cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi semelhante entre as

amostras de propolis.

A técnica de cromatografia com espectrometria de massas (CG-EM) tem se
mostrado uma ferramenta muito util na confirmagao e identificagdo de compostos quimicos
presentes em propolis. Através do uso desta técnica. Velikova e al. (2000) analisaram a
composi¢do quimica de propolis da Bulgaria. Turquia, Grécia e Algéria. Foi encontrado
que todas as amostras apresentaram flavonoides e ésteres do acido caféico e acido ferrulico.
Algumas amostras da Turquia mostraram baixa porcentagem de &cidos diterpénicos.
enquanto que as amostras da Algéria apresentaram um conteido significante do acido

hidroxiditerpénico (M=322, estrutura nao determinada por EM).

Maciejewicz et al. (2001) isolaram 10 flavonoides de propolis do sul da Poldnia. O
espectro de massas dos compostos isolados foi comparado com o espectro de massas da
biblioteca do EM e os compostos foram identificados como tectocrisina, pinocembrina,
crisina, galangina, genkwanina, apigenina, kanferol, piloina, 5-hidroxi-4’,7-
dimetoxiflavona e pinostrobina. Os flavondides piloina e pinostrobina foram isolados em

propolis pela primeira vez.

Novotny er al. (1999) investigaram a ocorréncia natural de derivados do

benzo[b]pirano e dos flavonoides crisina. tectocrisina e ‘galangina, além do efeito
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secund4rio da mudanga da estrutura quimica e a sua separagdo usando CG-EM. Os autores
também estudaram os pardmetros polarograficos basicos em relagdo a sua estrutura quimica
fechada. Os resultados mostraram pouco potencial carcinogénico, ndo impedindo assim o

uso dos flavonoides investigados na dieta humana.

Os constituintes das prépolis provenientes da regido sudeste da parte ocidental da
Australia foram analisadas através da técnica de espectrometria de massas e ressonancia
magnética nuclear. Neste estudo os autores identificaram os flavondides pinostrobina,
sakuranetina, isosakuranetina (5.,7-dihidroxi-4'-metoxiflavanona), 5-hidroxi-4',7-
dimetoxiflavanona e tragos de crisina. Ainda foram encontrados outros compostos como o
derivado do naftaleno, denominado xantorroeol, e tragos do alcool 3,5-dimetoxibenzil, além

do composto pterostilbeno (4'hidroxi-5,7-dimetoxistilbeno) (Ghisalberti ez al., 1977).

A Analise de propolis da Bulgaria através das técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia com espectrometria de massas mostrou a presenca dos flavondides
pinocembrina, galangina, crisina, tectocrisina, quercetina, isoramnetina (3,5,7.4'-
tetrahidroxi-3'-metoxiflavona) e kanferol (3.5,7.4'-tetrahidroxiflavona). Também foi
encontrada a presenca de trés novos flavondides, sendo dois identificados como 3,7-
dihidroxi-5-metoxiflavanona e 2.5-dihidroxi-7-metoxiflavanona, respectivamente (Bankova

et al. 1983).

Sokolov & Torgov (1990) determinaram por espectrometria de massas os
flavondides de amostras de propolis coletadas em regides de Populus tremulus. Foi
observado que os flavondides isolados pertenciam a 2 grupos distintos: flavonas, como

apigenina e acacetina e flavonols, como o kanferide.

Bankova er al. (1998) investigaram por CG e CG-EM a variagdo sazonal na
composigdo quimica de propolis brasileira coletada por duas sub-espécies de abelhas, Apis
mellifera africanizada e Apis mellifera ligustica européia. Os principais componentes

identificados foram os compostos fenélicos, especialmente os derivados do 4cido cinamico.
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Houve excecdo nas amostras de propolis da abelha Apis mellifera lingustica coletadas no
outono, onde os diterpenos predominaram. Nas propolis de ambas as subespécies de
abelhas os compostos diterpénicos apareceram no verdo e atingiram a porcentagem maxima
no outono. no entanto estiveram ausentes durante as outras estagdes. Os autores concluiram
que as duas subespécies de abelhas coletam propolis do mesmo grupo de plantas, € existem

pelo menos duas fontes vegetais importantes, as quais ainda sdo desconhecidas.

Bankova et al. (1995), analisaram 4 amostras de propolis provenientes do Brasil
através da cromatografia gasosa com espectrometria de massas. Os autores observaram que
a composi¢do da fragdo polar da propolis apresentava caracteristicas diferentes quando
comparada com as propolis provenientes da zona temperada, como baixas concentragoes
de flavondides e altas concentracdes de hidroquinona, acidos hidroxibenzoéico e
principalmente 4cido dihidrocindmico. A composi¢do dos constituintes volateis tambeém
apresentou diferencas significativas com relagdo as propolis das regides temperadas. Foi
observada a presenca de altas concentragdes de acetofenonas preniladas e pequenas
quantidades de alguns terpenoides como sesquiterpendides e o-terpinol. Estes compostos
foram encontrados apenas nas amostras de propolis brasileiras. Os autores concluiram que
a composi¢do quimica da propolis brasileira foi significativamente diferente da propolis da

regido temperada devido a diferenga da fonte vegetal.

No estudo realizado por Pereira e al. (1998) € enfatizado a vantagem da técnica da
cromatografia gasosa de alta resolu¢do a alta temperatura (HT-HRGC) e cromatografia
gasosa de alta resolugio 4 alta temperatura com espectrometro de massas (HT-HRGC-EM).
Os autores mostraram como principal vantagem a inje¢do direta das amostras de propolis,
sem a necessidade de derivatizagio e purificagdo prévia. Varios compostos, incluindo
flavonodides agliconas, acidos fendlicos e compostos de alto peso molecular foram
caracterizados nos extratos brutos através destes métodos. mostrando serem ferramentas
liteis e informativas. Em outro trabalho, Pereira et al. (1999) caracterizaram pela primeira
vez uma série de ésteres de terpendides pentaciclicos de alto peso molecular em extratos
hexanicos da prépolis de Minas Gerais. A identificagdo foi feita pelas técnicas de HT-

HRGC e HT-HRGC-EM.
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As técnicas de ressondncia magnética nuclear (RMN) tem proporcionado a
elucidagdo da estrutura quimica de varios compostos desconhecidos nos extratos de
propolis. Propavko et al. (1969) ja utilizaram técnicas modernas de separagdo e
identificacdo, como ressondncia magnética nuclear (RMN), na andlise da composi¢ado
quimica da propolis e isolaram os seguintes compostos: acacetina (5,7-dihidroxi-4'-
metoxiflavona);  5-hidroxi-4',  7-dimetoxiflavona;  kanferide  (3,5,7-trihidroxi-4'-
metoxiflavona); ramnocitrina  (3,4,5-trihidroxi-7-metoxiflavona);  5,7-dihidroxi-3,4'-
dimetoxiflavona;:  3.3.-dihidroxi-4',7-metoxiflavona;  pinostrobina  ((-)-5,-hidroxi-7-
metoxiflavanona) e (-)-5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavanona, além de evidéncias da presenca
da quercetina (3,5.7,3'4'-petahidroxiflavona). Neste trabalho também foi isolado

eidentificado um derivado aldeidico, a isovanilina.

Cizmarik & Matel (1970) isolaram e identificaram o acido caféico (3.4-acido
dihidroxicindmico). Posteriormente os mesmos autores, em 1973, isolaram o acido ferrulico
(4cido 4-hidroxi-3-metoxicinamico) de amostras de propolis provenientes da Europa. Os
autores identificaram os compostos através das técnicas de espectrometria na regido ultra

violeta. infravermelho e ressonancia magnética nuclear.

Sokolov & Torgov (1989) isolaram e identificaram em propolis os compostos
ferrulato, p-coumarato e p-hidroxibenoato do alcool trans-coniferil atraves do uso das
técnicas de ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas. Estes compostos

também foram isolados nos exsudatos de botdes da espécie vegetal Populus tremula.

Rubio et al. (1999) isolaram um nova benzofenona poliisoprenilada de extratos
etanolicos de propolis cubana e determinaram a sua estrutura quimica usando a técnica de
RMN. Este composto mostrou atividade antimicrobiana e antifungica significativa contra

uma variedade de bactérias e leveduras.

Hirota et al. (2000) isolaram de propolis brasileira o acido (Z)-2,2-Dimetill-8-(3-

metill-2-butenil) (1) juntamente com o derivado benzopirano (E)-2,2-dimetil-8-(3-met-2-
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butenil)-benzopirano-6-acido propendico (2). Os autores determinaram a estrutura quimica
através das analises de RMN. EM, IR e espectroscopia de UV. O composto 1 mostrou uma
atividade citotéxica de aproximadamente 7 vezes maior contra as células do carcinoma de

pulmao humano quando comparado com o composto 2.

3.1.3 Propriedades biolégicas das propolis

3.1.3.1 Atividade antimicrobiana da prépolis

O trabalho realizado por Lindenfelser (1967) demonstrou a atividade antimicrobiana
“in vitro” da propolis em 80 linhagens diferentes de microrganismos, sendo 39 bactérias .
39 fungos e 2 leveduras. O autor demonstrou que 25 das 39 linhagens de bactérias e 20 dos
39 fungos apresentaram inibi¢do do crescimento em concentragdo menor que 100 pg/mL de
propolis. As atividades demonstradas eram de modo geral bacteriostaticas ou fungistaticas,
sendo que na maioria dos casos concentragdes ligeiramente maiores que 100 ug/mL

apresentavam atividades bactericidas e fungicidas.

A atividade antimicrobiana de propolis ja foi verificada “in vitro™ contra varias
linhagens de bactérias gram positivas (Bacillus brevis, B. cereus, B. cereus var. mycoides,
B. megatherium, B. polymixa, B. pumilus, B. sphaericus, B. subtilis, Cellulomonas fimi,
Nocardia globerula, Leuconostoc mesenteroides, Micrococcus lysodeikticus, Sarcina lutea,
Staphylococcus aureus e Streptococcus faecalis) e gram negativas (Aerobacter aerogenes,
Alcaligenes sp., Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Proteus vulgaris,

Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens (Marcucci, 1996).

Grange & Davey (1990) analisaram as propriedades antibacterianas das propolis
contra cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus Sp.
Branhamella catarrhalis, Corynebacterium sp, Bacillus cereus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis e Klebsiella pneumoniae. Os
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autores verificaram que a propolis, na concentragdo de 3 mg/mL, inibiu completamente o
crescimento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus sp.,
Branhamella catarrhalis, Corynebacterium sp, Bacillus cereus. Também inibiu
parcialmente o crescimento de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, porém nao
apresentou efeito contra Klebsiella pneumoniae. Os autores observaram que o extrato de
propolis mostrou atividade antibacteriana principalmente em microrganismos gram

positivos.

Kujumgiev et al. (1999) investigaram as atividades antibidtica (Staphylococcus
aureus ¢ Escherichia coli), antifungica (Candida albicans) e antiviral (virus da influenza
aviaria) de amostras de propolis de diferentes origens geograficas. Todas as amostras
mostraram atividade antifingica e antibacteriana contra as linhagens gram-positivas
testadas, e antiviral para boa parte das amostras. Segundo os autores em diferentes amostras
diferentes combinagdes de substincias sdo essenciais para as atividades biologicas das
propolis, sugerindo que o valor farmacolégico € o resultado de uma mistura natural de

varios compostos.

Maciejewicz & Meresta (1999) determinaram quantitativamente a atividade
bacteriostatica contra Staphylococcus aureus utilizando compostos de ocorréncia natural
em propolis. Os compostos utilizados foram 7 flavonéides simples, pinostrobina, acido
cindmico, 4 derivados do acido cindmico, 4cido hidroxicindmico, acido benzoico, 6
derivados do acido benzéico e vanilina. Os autores verificaram que a alta atividade
bacteriostatica contra Staphylococcus aureus foi mostrada pelos seguintes flavonoides:

kanferide, galangina. apigenina, quercetina, raminetina, pinocembrina e kanferol.

Koo et al. (2000a) avaliaram a atividade antimicrobiana “in vitro”, inibi¢do da
aderéncia do microrganismo Streptococcus mutans e inibigdo da formagdo de glucanos
insoltiveis em 4gua utilizando a espécie vegetal Arnica montana € extratos etanolicos de
prépolis de Minas Gerais. Os extratos de propolis inibiram significativamente todos os

microrganismos testados. Entretanto os extratos de Arnica montana nao mostraram uma

21




atividade antimicrobiana significativa. Os autores constataram que o extrato de propolis
mostrou atividade antibacteriana, inibicdo da aderéncia celular e inibi¢do da formagdo de
glucanos insoluveis em agua, enquanto que o extrato de Arnica montana foi pouco ativo

nestas mesmas trés condigdes.

Koo er al. (2000b) avaliaram o efeito de uma nova variedade de propolis do
Nordeste do Brasil (BA) sobre o crescimento do microrganismo Streptococcus mutans,
aderéncia celular e sintese de glucanos insoliveis em agua. Neste trabalho os autores
também testaram as propolis do sudeste (MG) e sul (RS) do Brasil. O perfil da nova
variedade de propolis foi totalmente diferente das propolis do Sudeste e Sul, ndo sendo
detectado nenhum flavonéide ou acido cumarico. Todos os EEPs demonstraram atividade
biolégica contra o microrganismo Streptococcus mutans, entretanto o EEP da Bahia
mostrou 80% de inibicdo da aderéncia celular e baixa sintese de glucanos insoliveis. Os
autores concluiram que a nova variedade de propolis foi excepcionalmente efetiva em todos
os pardmetros testados “in vitro” contra o microrganismo S. mutans, € que os efeitos

biolégicos ndo estdo relacionados somente com flavonoides e derivados do 4cido cindmico.

Park er al. (1998a, 1998b) estudaram a atividade antimicrobiana das prépolis de
véarias regides do Brasil contra os microrganismos Streptococcus mutans, Actinomyces
naeslundii e Staphylococcus aureus. Os autores constataram que todos os extratos inibiram
tanto o crescimento dos microrganismos quanto a enzima glicosiltransferase do
microrganismo S. mutans. Uma amostra de propolis do Rio Grande do Sul foi a que
apresentou maior inibicdo contra crescimento das bactérias e atividade da

glicosiltransferase.

Bonvehi ef al. (1994) analisaram a composi¢do quimica e a atividade bacteriostatica
de amostras de propolis provenientes de diferentes regides geograficas e boténicas,
principalmente Uruguai e China. Os autores observaram que os compostos fenolicos,
principalmente os flavondides, apresentaram variabilidade dependendo da regido. Porém,

de modo geral, a apigenina e a acacetina apresentaram-se em maiores concentragoes. A
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atvidade bacteriostatica dos extratos etandlicos de propolis foi maior contra Staphylococcus
aureus do que contra Bacillus subtilis, entretanto pouca atividade foi encontrada contra

Escherichia coli.

A avaliacio da inibigdo da atividade da glicosiltransferase e o crescimento dos
microrganismos Streptococcus sobrinus 6715, Streptococcus mutans PS14, Streptococcus
cricetus OMZ 61 foi analisado “in vitro” por Ikeno et al. (1991). A propolis analisada
demonstrou atividade antimicrobiana contra as 3 linhagens testadas e inibiu tanto a sintese
de glucanos insoliveis em 4gua quanto a atividade da glicosiltransferase. Os autores
concluiram que devido ao sinergismo dos efeitos antimicrobianos, inibi¢do da sintese de
glucanos e da atividade da glicosiltransferase, a propolis pode controlar a carie dental em

ratos.

Os extratos de propolis podem potencializar o efeito de certos antibidticos.
Ghisalberti (1979) verificou que a ag¢do da biomicina, tetraciclina, neomicina, polimixina,
penicilina e estreptomicina contra S. aureus e E. coli foi aumentada pela adigdo de propolis

ao meio. Em alguns casos o efeito bacteriostatico teve um aumento de 10 a 100 vezes.

Aga et al. (1994), isolaram da propolis brasileira um composto identificado como
3,5-diprenil-4-acido hidroxicindmico (Artepelin C), que mostrou atividade antimicrobiana
relativamente alta contra os fungos Microsporum gypseum e Arthroderma benhamiae. Este
composto também mostrou atividade antimicrobiana contra as bactérias Bacillus subtilis,
Corynebacterium  equi,  Micrococus  lysodeikticus, Pseudomonas  aeruginosa,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium phiei, Sataphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis e Thermoactinomyces intermedius.




3.1.3.2 Atividade antioxidante da propolis

Os ensaios realizados por Krol et al. (1990) sobre a atividade antioxidante da
propolis e da quercetina, um flavonol presente na propolis, mostraram um efeito
antioxidante do extrato etanolico de propolis de aproximadamente um ter¢o do efeito

antioxidante da quercetina.

Apesar dos flavonéides serem considerados os antioxidantes mais abundantes ¢
comuns em propolis, outros compostos fenolicos, como por exemplo o benzil cafeato,

também apresentam atividade antioxidante (Yamauchi er al., 1992).

Os flavonoéides, principalmente flavonols, demonstraram ser potentes antioxidantes
em estudos “in vitro” de oxidagdo lipoprotéica (Vinson et al., 1995). Neste estudo, foram
analisados os efeitos antioxidantes em lipoproteinas de baixa densidade, responsaveis pela
arteriosclerose. Segundo os autores os resultados deste estudo demonstraram uma possivel
acdo benéfica dos flavonoides na dieta humana contra os problemas cardiacos, como a

arteriosclerose.

Isla et al. (2001) examinaram a possivel agdo protetiva da propolis contra a
modificagdo lipidica em soro ndo fracionado. Foi observado que alguns grupos de propolis
inibiram e/ou diminuiram a oxida¢do lipoprotéica. Os autores concluiram que estes
resultados justificam o uso de determinados tipos de prépolis como uma fonte natural de

antioxidante.

Park er al. (1998c, 1998d), determinaram que os extratos etandlicos de propolis
preparados com 70 e 80% de etanol apresentaram maior atividade antioxidante em relagdo
ao0s extratos obtidos com menor concentragdo de etanol. Nestas condigdes também houve

uma maior extracio de flavonoides
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Hayashi er al. (1999) isolaram um novo composto antioxidante e outros 11 ja
conhecidos de amostras de propolis brasileira. O novo composto foi determinado como
sendo 3,4-dihidroxi-5-acido prenilcinamico (3-[3,4-dihidroxi-5-(3-metil-2-butenil) fenil]-2-
(E)-acido propendico. Os autores verificaram que o composto isolado possuia alta atividade

antioxidante.

3.1.3.3 Atividade citotoxica da propolis

Hladon et al. (1980) demonstraram que o extrato etandlico de propolis possuia
propriedades citotdxicas contra o carcinoma da epiderme oral humana (KB) e linhagens de
células HeLa. Baseado em ensaios de inibi¢do de células Ltk’, Grunberger et al. (1998)
isolaram e caracterizaram um composto biologicamente ativo, com atividade citostatica
conhecido como CAPE (fenil éster do acido caféico). Os autores observaram diferentes
citotoxidades do CAPE com relacdo as células normais e células transformadas de

melanomas de humanos e ratos.

O artepilin C (3.5-diprenil-4-4cido hidroxcinamico), composto isolado de propolis,
exibiu efeito citotoxico contra células malignas tanto “in vivo”quanto “in vitro”. O artepilin
C causou citotoxicidade em tumores solidos e em células leucémicas. A apoptose, mitose

abortiva, também foi confirmada através dos estudos histologicos (Kimoto ez al. 1998).

Banskota et al. (2000), isolaram dois novos compostos, derivados benzofuranos de
extratos metanolicos de propolis brasileira, os quais foram identificados como: (E)-3-[2.3-
dihidro-2-(1-metiletenil)-7-prenil-5-benzofuranil]-2-acido propendico e (E)-3-{4-hidroxi-3-
[(E)-—4-(2,3-dihidrocina—namoiloxi)-3—meti1-2-butenil]-S-prenilfeni]}-2—zicido propendico.
Ambos os compostos exibiram suave citotoxidade para o cancer de figado e células do

fibrosarcoma humano HT-1080.
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Matsuno ez al. (1997) isolaram da prépolis brasileira dois isdmeros diterpendides
com atividade citotéxica sobre o carcinoma hepatocelular humano. Os compostos quimicos

isolados foram caracterizados como sendo clerodenos diterpendides.

3.1.3.4 Outras atividades biologicas das propolis

Paintz & Metzner (1979) observaram o efeito anestésico local de propolis sobre a
cornea de coelho e de rato. Os autores também relataram que a pinocembrina e a mistura de
ésteres do 4cido caféico, quando aplicados subcutdneamente, produziram efeito anesteésico

proximo ao produzido pela lindocaina.

A atividade antiinflamatoria da prépolis foi verificada por Mirzoeva & Calder
(1996). Os autores observaram que o extrato etandlico de propolis diminuiu a formag@o de
prostaglandina e leucotrieno por macréfagos murine peritoneal “in vitro” e durante a
inflamacdo “in vivo”. A dieta com propolis também diminuiu a via metabolica da

lipoxigenase e o metabolismo do 4cido araquiddnico durante a inflamagéo “in vivo™.

Algumas propolis do Brasil e da China foram estudadas por possuirem efeito
antiinflamatério, sendo que os extratos etanolicos apresentaram-se mais potentes que 0s
extratos aquosos. Também foi demonstrado que o método enzimatico, utilizando como
medida da atividade da hialuronidase, foi superior ao método fisico-quimico (Miyataka et

al. 1997).

Cizmarik & Lahitova (1998) avaliaram o efeito protetor da propolis contra os
agentes mutagénicos nitrovin e nitrosoguanidina. Os autores observaram uma redugao da
mutagenicidade desses compostos sobre as linhagens de Salmonella thyphimurium TA97 e

TA 100 em torno de 50 e 60%, respectivamente.
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3.2 Mel

3.2.1 Origem vegetal

O trabalho realizado por Bastos er al. (1996) apresenta uma caracterizagdo da
origem vegetal de amostras de mel de apiarios de Minas Gerais através de uma correlagéo
entre o espectro polinico e propriedades fisico-quimicas. Ficou estabelecida a participa¢do
de diferentes espécies vegetais na produgdo de pélen e néctar. As propriedades fisico-
quimicas (cor, cinzas, acidez, agucares redutores, sacarose, agUcares superiores,

hidroximetil furfural e atividade diastatica) tipificaram o mel de Eucalyptus.

Conte et al. (1998) avaliaram alguns parametros quimicos para a caracterizagio da
origem unifloral do mel. Os pardmetros estudados incluiram a atividade de agua,
composi¢do de aminoécidos livres, agucares redutores, aglicares totais e pH. Os estudos
foram avaliados por métodos colorimétricos, permitindo a diferenciagdo entre amostras de

mel de diferentes origens florais.

A analise de 17 flavonodides agliconas em amostras de mel comercial de citrus foi
realizada por meio da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia. A flavanona
hesperetina foi encontrada em todas as amostras, porém néo foi encontrada em qualquer
outra amostra de mel de origem floral diferente. Estes resultados sugerem que hesperetina

pode ser usada como um marcador da origem floral em mel de citrus (Ferreres et al., 1993).

Ferreres et al. (1994) analisaram os compostos metil antranilato (MA) e hesperetina
em 18 amostras de mel de citrus da Espanha por CG e CLAE. Nao houve uma correlagéo
entre o conteudo de MA e hesperetina, entretanto os autores concluiram que a analise de

hesperetina poder ser usada como um marcador da origem floral do mel de citrus.

Gil et al., (1995) estudaram por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia os

compostos fendlicos presentes, no mel e néctar de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
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passiveis de serem usados como marcadores bioquimicos de origem floral. O néctar de
alecrim, presente no estdmago das abelhas, apresentou o kanferol 3-sophoroside (93%) e
quercetina 3-sophoroside (7%). A quantidade de kanferol encontrado nas amostras de mel
foi entre 0,4 e 1,2 pg/g. Entretanto os autores concluiram que a presenga de kanferol em
mel de alecrim n3o pode ser considerado como a unica fonte para determinagéo da origem
floral, pois este flavondide pode ser originado de outras fontes de néctar. De qualquer
forma, a sua auséncia ou presenca em pequenos niveis (< 0,3 pg/g) pode ser considerado

como evidéncia de uma origem floral diferente.

Ferreres et al. (1998) avaliaram por CLAE o conteudo de kanferol em diferentes
amostras de mel de alecrim produzidos na Espanha. O conteudo encontrado ficou na faixa
de 0,33-2.48 mg/Kg de mel. O pélen de alecrim mostrou a presenga de kanferol 3-
diglicosideo e kanferol 3-glicosideo podendo, dessa forma, ser uma fonte alternativa desse
flavonéide. De qualquer forma, nio houve uma correlago entre o kanferol presente no mel
e no polen. Os autores observaram que a contribui¢io dos flavondides do pdlen na
quantidade total de flavonoides presentes no mel foi muito pouca, e que a pesquisa de
marcadores fendlicos para a determinag¢do da origem floral deve ser direcionada para os

flavonoides ou outros constituintes do néctar.

No estudo realizado por Tomas-Barberan et al. (2001) foram analisados por CLAE
os perfis de compostos fenélicos de 52 amostras de mel unifloral produzidos na Europa,
para se detectar os possiveis marcadores de origem floral. Para o mel de limeira foram
encontrados 5 marcadores, para o de castanha 5 marcadores, para o de eucalipto seis
marcadores e para o mel de “heather” 3 marcadores. Além disso, a flavanona hesperetina
foi confirmada como um bom marcador para as amostras de mel de citrus. kanferol para o
mel de alecrim e quercetina para o mel de girassol. O 4cido abscisico, ja relatado como um
possivel marcador para o mel de “heather”, também foi detectado em mel de mostarda,

limeira e acacia.
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Andrade ef al. (1997) descreveram uma técnica analitica que permitiu a
identificacdo de 12 acidos fendlicos diferentes em amostras de mel. Apds a otimizagdo das
condigdes por CLAE, 20 amostras de mel Erica sp e 20 amostras de lavanda foram
analisados quanto a composigdo de acidos fendlicos. Uma correlagdo entre perfis de acidos
fendlicos e a origem botéanica foi encontrada. Os autores demonstraram que as amostras de
mel de Erica sp. foram caracterizados pela presenga de acido elagico, acido p-
hidroxibenzoico, acido siringico e 4cido cumarico, enquanto que as amostras de lavanda

foram caracterizados pela presenga de acido galico.

Guyot er al. (1998) identificaram através da cromatografia gasosa com
espectrometria de massa marcadores florais para o mel de castanha e tilia. O mel de
castanha foi distinguivel de outros por possuir altas concentragdes de acetofenona, 1-
feniletanol (>88 ppb) e 2-aminoacetofenona (>154 ppb). O mel de tilia foi caracterizado
por possuir quantidades de derivados do shikimato (etilmetilfenol isomero) (>31 ppb), 4-
tert-butilfenol, estragole (>51 ppb), p-metil-acetofenona, altas concentragdes de compostos
derivados de monoterpenos (mentol, timol, 8-p-menteno-1,2-diol, e carvacrol (>76 ppb)) e

metil(1-metilenotenil)benzeno.

Berahia ef al. (1993) analisaram os flavonoides de mel sem derivatizagdo por
cromatografia gasosa com espectrometria de massa (CG/EM). Essa técnica permitiu a
identificagdo de 6 flavonas-flavonols e 4 flavanona-flavanonols. Os autores concluiram que

a técnica de CG/EM pode ser usada na determinagéo da origem floral do mel.

Cabras ez al. (1999) analisaram 4cidos organicos em mel de morango e encontraram
a presenga de um acido desconhecido como principal constituinte. O composto foi isolado e
identificado como acido homogenistico (4cido 2,5-dihidroxifenilacético) por meio de
técnicas de EM e RMN. O conteudo médio desse acido no mel foi de 378 + 92 mg/Kg. As
analises do néctar confirmaram a origem floral deste composto. Segundo os autores esse
4cido ndo foi detectado em qualquer outra fonte de mel monofloral podendo, entdo, ser

usado como um marcador da origem do mel de morango.
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3.2.2 Composiciao quimica do mel

O trabalho realizado por Weston et al. (1999) mostra descri¢do de varios métodos
para o isolamento da fragdo fenélica ativa do mel de “manuka” (Leptospermum scoparium)
da Nova Zelandia. A fracdo fendlica consistiu de derivados do acido benzéico, acido
cinamico e flavonoides. Os flavondides foram diferentes daqueles encontrados em folhas de
“manuka”, entretanto foram os mesmos que os encontrados em mel e propdlis da Europa.
Apesar da maioria destes compostos possuir atividade antibidtica, os autores concluiram
que eles ndo podem ser usados para avaliar individualmente ou coletivamente a atividade

antibacteriana do mel “manuka”.

Martos et al. (1997) analisaram flavonoides e outros compostos fenolicos de
amostras de mel da Tunisia para verificar a origem botanica, geografica e a composi¢ao
quimica. O conteado de flavonoéides nas amostras de mel foi muito varidvel (20-2400
1g/100g). Em mel e prépolis da Tunisia um novo flavonéide, miricetina 3,7,4, S-tetrametil
éter, foi encontrado. Este composto mostrou ser caracteristico dos exsudatos das folhas de
Cistus sp. Outro composto presente em menor quantidade foi identificado como quercetina
3.7.3-trimetil éter. Ambos os compostos estavam presentes em grandes quantidades em
propolis, mas foram detectados somente em pequenas quantidades no mel. Os autores
concluiram que em 4reas de fronteiras, tal como a Tunisia, onde o dlamo ndo esta sempre
presente para a producio de propolis, outras fontes de plantas podem ser usadas, sendo os

seus constituintes detectados no mel.

Vit et al. (1997) analisaram o perfil de flavondides de Apis mellifera e Melipona sp.
em amostras de mel da Venezuela. A presenga de acido elagico foi caracteristico do mel de
A. mellifera e Melipona sp. no entanto a presenga deste acido nas amostras de Melipona sp
foi muito variavel. O nimero de flavonéides presentes nas amostras individuais ndo
excederam a seis. Os autores observaram que a diversidade de flavonoides nas amostras de
mel da Venezuela foi inferior a da de mel de clima temperado. Flavondides como a
mirecetina, uma chalcona nio identificada e um flavonol glicosilado foram encontrados

somente em amostras de mel de Melipona sp.
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Martos et al. (2000a) analisaram amostras de mel de eucalipto da Europa, por meio
da técnica de CLAE., e encontraram os flavondides miricetina (3,5.7,3'.4'.5'-
hexahidroxiflavona), tricetina (5,7,3',4',5'-pentahidroxiflavona) e quercetina (3,5,7,3".4'-
pentahidroxiflavona). As quantidade destes compostos foram constantes, indicando assim a
mesma origem floral. Em adigéo, o 4cido elagico e flavondides derivados de propolis, como
a pinobanksina, pinocembrina e crisina foram detectados em todas as amostras. A
miricetina, a tricetina e a luteolina ndo foram identificados como marcadores florais em
nenhuma outra amostra de mel analisada, sugerindo assim que estes compostos podem ser
usados como marcadores de origem floral. Os autores concluiram que a miricetina, tricetina
e luteolina originaram do néctar de eucalipto, onde devem ser encontrados as formas

glicosiladas correspondentes.

Martos et al, (2000b) analisaram amostras de mel unifloral de eucalipto da Australia
por meio da técnica de CLAE, e encontraram os flavonodides miricetina (3,5,7,3'.4'.5'-
hexahidroxiflavona), tricetina (5,7,3'.4',5'-pentahidroxiflavona), quercetina (3:5,7.3".4-
pentahydroxiflavona), luteolina (5,7,3' 4'-tetrahidroxiflavona), e kanferol (3,5,7.4'-
tetrahidroxiflavona) em todas as amostras. O mel de Eucalyptus. camaldulensis apresentou
tricetina como principal marcador, enquanto que o mel de Eucalyptus pilligaensis
apresentou luteolina. Estes dados sugerem que a analise de flavondides pode ser utilizada
para diferenciar espécies florais. Os autores observaram que a principal diferen¢a entre o
perfil de flavonéides encontrados no mel de eucalipto autraliano e mel de eucalipto europeu

foi a maior quantidade dos flavonoides pinobanksina, pinocembrina e crisina.

Sabatier et al. (1992) analisaram os flavonoides de mel de girassol por diferentes
métodos: cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa,
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e cromatografia gasosa com
espectrometria de massas. O autores identificaram os flavondides pinocembrina,
pinobanksina, crisina, galangina e quercetina, além de pequenas quantidades de tectocrisina
e kanferol. Segundo os autores o mel pode ser considerado uma importante fonte de

flavonoides na dieta humana.




4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Propolis

4.1.1.1 Coleta das amostras de préopolis

As amostras de propolis brutas foram coletadas em apidrios das regides Nordeste,
Norte, Sudeste e Sul do Brasil, no periodo de novembro de 1998 a janeiro de 2001. As
amostras foram coletadas por raspagem das partes internas, bordas da melgueira, ninho e
tampa das colméias. Todo material foi previamente acondicionado em pequenos sacos de

plastico limpos, inertes e secos e armazenados sob o abrigo da luz, a 5° C.

4.1.1.2 Tratamento das amostras de propolis bruta

As amostras de propolis bruta foram limpas retirando-se a poeira, pedagos de
madeira, abelhas mortas, tragas e qualquer outro tipo de material estranho. Em seguida
foram trituradas, peneiradas em peneiras de 18 “mesh”, homogeneizadas, pesadas e

armazenadas. a 5°C.

4.1.1.3 Preparo dos extratos etanélicos de propolis (EEP)

Para o preparo dos extratos etandlicos de propolis (EEP) foram pesados em balanga
analitica dois gramas de propolis triturada, obtida como descrito no item 4.1.1.2. Em
seguida transferiu-se para tubos de centrifuga e adicionou-se 15 mL de etanol Merck P.A
(80%). A extragdo foi feita a 70°C, em banho de agua termostatizado, por 30 minutos, sob
agitacdo constante. Em seguida, foi feita uma centrifugagdo a 7000 x g por 10 minutos a
5°C, em centrifuga Beckman J2-21. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos de

ensaio (15 x 160 mm) com tampa de rosca. Ao residuo foram adicionados 10 mL de etanol




(80%) e a extragdo foi realizada mais uma vez nas mesmas condi¢des. Os sobrenadantes
obtidos das duas extracdes foram homogeneizados e armazenados em tubos de ensaio com

tampa de rosca (15 x 160 mm), a 5°C (EEP).

4.1.2 Material vegetal

4.1.2.1 Coleta das amostras vegetais fontes de proépolis

As amostras vegetais fontes de propolis foram coletadas nas mesmas localidades €
na mesma época que as amostras de propolis. A espécie vegetal Populus alba (dlamo) foi
coletada na cidade de Santa Cruz - PR, a espécie Hyptis divaricata (alecrim da Bahia) na
cidade de Entre Rios — BA. A amostra vegetal de Baccharis dracunculifolia (alecrim do
campo) foi coletadas nas cidades de Mogi Mirim e Campinas, no Estado de Sdo Paulo. Os
materiais vegetais foram identificados pelo Dr. Jodo Semir e Dr. Jorge Yoshio Tamashiro

do Instituto de Biologia da Unicamp.

4.1.2.2 Preparo dos extratos metanélicos vegetais (EMYV)

Para o preparo dos extratos metanolicos vegetais (EMV) foram pesados 5 gramas do
material fresco e adicionados 25 mL de metanol P.A. (Merck Co.). A extragdo foi feita a
temperatura de 50°C por 30 minutos. No caso das espécies vegetais Hypris divaricata €
Baccharis dracunculifolia o material vegetal utilizado foram os brotos apicais, enquanto
que na espécie vegetal Populus alba o material utilizado foi o exsudato resinoso dos botdes

florais.




4.1.3 Mel

4.1.3.1 - Coleta das amostras de mel

As amostras de mel foram coletadas em apidrios dos Estados da Bahia (BA),
Pernambuco (PE), Ceara (CE), Sdo Paulo (SP) e Rio Grande do Sul (RS), no periodo de
novembro de 1998 a dezembro de 2000. As amostras foram coletadas diretamente das
colméias através da retirada de pedagos de favos, acondicionadas e armazenadas em frascos

de vidro limpos, a 5 °C.

4.1.3.2 — Preparo dos extratos metanélicos de mel (EMM)

A extracio dos compostos fenélicos de mel foi feita de acordo com o método
descrito por Ferreres et al. (1991). Para o preparo dos extratos metanolicos de mel (EMM)
foram pesados 100 gramas de mel os quais foram misturados com 500 mL de agua
destilada. A solucdo resultante foi filtrada para remogdo das particulas solidas e o pH
ajustado para 2,0. com HCl IN. O filtrado foi entdo misturado com 100 g da resina
Amberlite XAD-2 (poro 9 nm; tamanho da particula 0,3-1.2mm), agitado por 10 minutos e
empacotado em uma coluna de vidro (25 x 2 cm). O material contido na coluna foi lavado
com 200 mL de agua 4cida (pH 2,0) e subsequentemente com 300 mL de 4gua destilada
neutra (pH 7,0). A fragdo fenolica foi eluida com 300 mL de metanol, concentrada sob
baixa pressdo e ressuspendida em 10 mL de metanol. A fragdo fenolica concentrada (10
mL) foi entdo passada através de uma coluna de Sephadex LH-20 (21 x lcm) para a
purificagdo dos flavondides e dos compostos fendlicos presentes no extrato. A fragdo

recolhida foi concentrada em evaporador rotatorio e redissolvida em 5 mL de metanol.
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4.2 METODOS

4.2.1 Analises fisico-quimicas dos extratos alcoélicos de prépolis, vegetais e mel

4.2.1.1 Espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel

A determinacdio do espectro de absor¢do dos extratos etandlicos de propolis e
metandlicos vegetais foi realizada segundo o método descrito por Park er al. (2000).
Aliquotas de 25 uL de cada EEP ¢ EMV obtidos de acordo com o item 4.1.1.3 e 4.1.2.2,
respectivamente, foram diluidas em 30 mL de 4lcool etilico 96% (Merck Co), e os
espectros de absor¢do na regido UV-visivel foram determinados na faixa de comprimento

de onda de 200 a 600 nm, em espectrofotdometro Beckman modelo DU-70.

42.1.2 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa (CCDAE-FR)

A cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia dos EEP, EMV e EMM foi
feita de acordo com o método descrito por Park ef al. (1995) e Park et al. (1997). Aliquotas
de 3 uL dos EEP foram aplicadas em placas RP18 Fyss S (Merck Co). O tempo de
desenvolvimento dos cromatogramas foi de aproximadamente 2 horas, utilizando-se um
sistema etanol:agua destilada (55:45, v/v), como fase movel. As placas desenvolvidas
foram observadas sob luz ultravioleta, no comprimento de onda de 254 e 366 nm,

utilizando um iluminador UV Cole Parmer, modelo UVP-UVGL-58.

4.2.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

As andlises por CLAE em fase reversa dos EEP, EMV e EMM foram feitas de
acordo com o método modificado de Park er al. (1997) e Koo et al. (2000b). Vinte
microlitros de cada extrato foram injetados em um cromatografo liquido (Shimadzu modelo

LC-10) acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos a 254 nm e uma coluna de fase




reversa YMC PACK ODS (250 x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 pm. A fase
movel utilizada foi agua/acido acético (19:1, v/v) (solvente A) e metanol (solvente B), com
vazdo constante de 1 mL/min. O gradiente iniciou com 30% do solvente B até¢ 40% de B
em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de B em 45 minutos, 75% de B em 65
minutos, 75% de B em 85 minutos, 90% de B em 95 minutos e 30% de B em 105 minutos.
A coluna foi mantida a uma temperatura constante de 35°C e os cromatogramas foram
processados utilizando “software™ especifico. Os compostos foram identificados pelo
espectro de absor¢do na regido ultravioleta, utilizando os recursos do detector de arranjo de
fotodiodos (SPD-M10A, Shimadzu Co.), pela comparagdo do tempo de retengdo e co-
cromatografia de padrdes. Neste trabalho, foram utilizados os seguintes padrdes auténticos
de flavonéides e acidos fendlicos (Extrasynthese Co.): quercetina, kanferol, apigenina,
pinocembrina, crisina, acacetina, galangina, kanferide, isosakuranetina, sakuranetina, acido
cumdrico e 4cido ferrulico. Adicionalmente, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato € o €ster
do acido dimetil dialil caféico que foram gentilmente cedidos pelo Dr. Eckhard
Wollenweber, do “Intitut fiir Botanik der Technischen Hochschule”, Alemanha. A
quantificagiio dos compostos identificados foi feita utilizando-se 0 método da padronizagao

externa.

4.2.1.4 Cromatografia gasosa com espectrometria de massa (CG-EM)

As analises por CG-EM dos EEP, EMV e EMM foram feitas de acordo com o
método modificado descrito por Markham et al. (1996). Aliquotas de 400 pL de cada
extrato alcodlico foram colocados dentro de "vials" de vidro e adicionadas 1 mL de uma
solugdo etérea de diazometano (CH,N,) para a metilagdo. As amostras foram mantidas em
banho de gelo por 4 horas para completa reagdo de metilagdo. Apos esta reagdo
adicionaram-se 300 uL de diclorometano (CH:Cly) e filtraram-se as amostras. As amostras
foram analisadas em um cromatégrafo gasoso CG 17A (Shimadzu Co.) acoplado a um
espectrometro de massas QP 5000 (Shimadzu Co.), equipado com uma coluna capilar
CBP5 30 m x 0,25 mm e um detector operando no modo “scanning” (m/z 40-400). A

programagio de temperatura foi 50°C (0.3 min) a 285°C (15 min), com um incremento de

37




6°C/min. As amostras (0,6 ul) foram injetadas por auto-injetor AOC-17, utilizando a
técnica de injecdo “splitless”. A integragdo foi feita através do software especifico do
equipamento (QP5000 software). Flavonoides e acidos fendlicos (quercetina, kanferol,
apigenina, pinocembrina, crisina, acacetina, galangina, kanferide, isosakuranetina,
sakuranetina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato, éster do acido dimetil dialil caféico,
acido p-cumarico e acido ferrulico) foram identificados por comparagdo com os dados
obtidos do CG-EM (tempo de retengdo e fragmentagdo ibnica) de padrdes auténticos
metilados e eluidos nas mesmas condi¢des. Os outros compostos quimicos foram
identificados por comparagio com os dados do espectro de massas da biblioteca do

equipamento (Willey139-Shimadzu).

4.2.2 Anilises biolégicas dos extratos etanolicos de propolis

4.2.2.1 Teste de antibiograma para bactérias patogénicas

Em discos de papel de filtro Whatman n°® 3 (5 x 1 mm de didmetro) foram aplicados
10 pL dos respectivos extratos de propolis e entdo colocados em dessecador com silica a
temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente, foram mantidos em estufa a 60°C por 2
horas para eliminacdo do etanol.

A anilise da atividade antimicrobiana dos extratos de prépolis nas bactérias Gram
positiva Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Streptococcus mutans, que foram
cultivadas em meio Agar Nutriente e BHI Agar, respectivamente, foi realizada de acordo
com o método descrito por Blair ez al. (1958). Culturas ativas destes microrganismos 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 48
horas a 37°C. A atividade antimicrobiana dos extratos etanolicos de propolis foi
determinada pela medida do halo inibitério formado ao redor dos discos apos o periodo de

incubagdo.
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4.2.2.2 Analise da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela oxidagdo acoplada do B-caroteno e do
acido linoléico, de acordo com Hammerschmidt & Pratt (1978). Em um baldo de fundo
redondo foram adicionados 60 mg de acido linoléico (Sigma Co.), 200mg de Tween 40 € 5
mg de B-caroteno (Sigma Co.), os quais foram dissolvidos em 5 mL de cloroférmio.
Posteriormente a fracio de cloroférmio foi evaporada em evaporador rotatorio a 50°C. O
residuo obtido da evaporagdo foi dissolvido em 50 mL de 4gua deionizada e oxigenada sob
agitacio vigorosa. Aliquotas de 1 mL desta emulsio foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 2 mL de 4gua deionizada e oxigenada e 0,5 mL do EEP, previamente diluidos na
proporgdo de 1:10. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro a 470 nm no
tempo inicial e em intervalos de 60 minutos durante o periodo de 3 horas. A reagdo de
oxidagdo foi conduzida a 40 °C. A absorbancia dos tubos controle, medidos em cada
intervalo de tempo, ndo continham o extrato etanolico de propolis diluido (1:10). A taxa de
branqueamento do B-caroteno foi determinada pela diferenga entre a absorbancia inicial e a
absorbéncia final, a 470 nm, dividido pelo tempo de incubag@o. O indice de antioxidagdo
foi calculado como sendo a razdo entre a taxa de branqueamento de cada grupo sobre a taxa

de branqueamento do controle, conforme sugerido por Pratt & Birac (1979).

4.22.3 Analise da atividade antiinflamatodria

A atividade antiinflamatéria foi determinada através da atividade da enzima
hialuronidase de acordo com Reissing ef al. (1955) e Aronson & Davidson (1967). Foram
adicionados 50 pL de cada EEP, obtidos de acordo com o item 4.1.3, nos tubos de reagao.
Em seguida adicionou-se 0,5 mL de acido hialurdnico (Sigma Co.) (1,2 mg por mL de
tampdo acetato 0,1M, pH 3,6, contendo 0,15M de NaCl) nos tubos de reagdo e controle. Os
tubos foram incubados a 37°C por 5 minutos, e logo em seguida foram adicionados 50 uL
(350 unidades) da enzima hialuronidase (Tipo IV-S: obtida de testiculo bovino, Sigma Co.),
dissolvida no mesmo tampdo do substrato, na concentragdo de 6,5 mg/mL. Os tubos foram

incubados a 37 °C por 40 minutos. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de 10 pL de
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NaOH 4N. A adi¢do dos EEP nos tubos brancos foi feita apds decorrido o tempo de
reacdo. Apos a incubagdo 0,1 mL de tetraborato de potassio 0.8 M foi adicionado na
mistura de reagdo e aquecida a ebuli¢do por 3 minutos. Em seguida adicionou-se 3 mL de
p-dimetilaminobenzaldeido (10%, em acido acético concentrado contendo 12,5% de HCI
10N), e incubou-se novamente a 37°C por 20 minutos. A absorbancia foi medida em

espectrofotdmetro (Beckman DU-70) a 585 nm, utilizando-se agua como controle.

4.2.2.4 Analise da atividade citotéxica “in vitro”

A determinagdo da atividade citotoxica “in vitro” dos EEP foi testada contra 4 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) e carcinoma renal. HTB46 (CAKI-1), segundo a metodologia descrita por Skehan
et al. (1990) e Rubinstein ez al. (1990). As suspensdes de células cancerosas devidamente
diluidas 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 CO2 a 37°C por 24 horas. Decorrido esse periodo foram adicionados 100 uL das

amostras de propolis em diferentes concentragdes, até o maximo de 30 pg/mL, dissolvidas
em dimetilsulféxido (DMSQO) devidamente diluido, e incubadas por mais 48 horas. Apds a
incubacio as células foram fixadas com acido tricloroacético (TCA) a 50% por um periodo
aproximado de uma a duas horas, a 4°C e, em seguida, lavadas em agua corrente. Apos a
secagem total do material fixado foi feita a coloracdo pela adi¢do de 50 pL de
sulforrodamina B (SRB) a 0.4% (p/v), dissolvido em acido acético a 1%, durante o tempo
de 10 a 20 minutos, a 4°C. O excesso de corante foi retirado por lavagens sucessivas (5x)
com uma solucdo de acido acético a 1%, sendo a placa seca a temperatura ambiente. O
corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com solug@o de protease em ultra-som
por 5 minutos. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 562 nm. Para comparagdo foi
utilizado a droga etoposideo VP-16 como controle positivo. O Etoposideo (VP-16) € uma
droga utilizada comercialmente e atua sobre as células cancerosas através da sintese do

DNA por uma agdo sobre a topoisomerase II. Os valores de inibigdo foram expressos em
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porcentagem de inibigdo das células cancerosas. Este estudo foi realizado pelo Dr. Kenneth
Bastow da Universidade da Carolina do Norte, Chapel Hill, EUA.

4.2.3 Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados
foram analisados pelo programa Mstac-C (MSTAT-C, 1988) para a determinagdo da
analise de varidncia. A separagdo entre as médias dos tratamentos foi realizada usando-se o

teste de Tukey com um nivel de confianca de 95%.

41




5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Propolis

5.1.1 Coleta das amostras de propolis

Foram coletadas 201 amostras de propolis nas regides Norte, Nordeste, Sul e
Sudeste do Brasil, conforme mostrado na Tabela 1. A coleta foi realizada diretamente nos
apiarios, onde foi feita a identificagdo de cada caixa, de modo que fosse possivel o retorno a
cada colméia, caso necessario. Este tipo de coleta foi muito importante para o trabalho
porque proporcionou um zoneamento entre os diferentes tipos de propolis e o local de

produgdo.

Para fins de classificagdo dos principais grupos de propolis existentes no Brasil,
foram também utilizadas amostras de propolis coletadas anteriormente nas regides Sul e
Sudeste do Brasil (Koo, 1996 & Ikegaki, 2001), perfazendo um total de aproximadamente

500 amostras analisadas.
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TABELA 1: Localidades de amostragem de propolis nas regioes Nordeste, Norte, Sudeste
e Sul.

oo N2 de amostras
Estado Municipio coletadas

Salvador, Juazeiro, Senhor do Bonfim,
Bahia (BA) Remanso, Entre Rios, Barra da Choga, 75
Vitéria da Conquista, Anagé, Jacobina

Pernambuco (PE) Salgueiro, Belo Jardim e Ouricuri 17
Ceara (CE) Crato 8
Piaui (PI) Picos 6
Parana (PR) Unido da Vitoria, Porto Uni&o 15
Santa Catarina (SC) Santa Cruz 11
Sao Paulo (SP) Mogi Mirim, Socorro, Amparo, Mogi-Guagu 25
Minas Gerais (MG) Belo Horizonte, Carvalhépolis 10

Pelotas, Bagé, Bom Jesus, Cambara do 26

Rio Grande do Sul (RS) Sul, Sao Francisco de Paula

Para (PA) Belém 8

5.1.2 Analises fisico-quimicas dos EEP

5.1.2.1 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa (CCDAE-

FR) e espectrofotometria na regiao ultravioleta-visivel

Os extratos etandlicos de propolis foram analisados por CCDAE-FR e
Espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel, de acordo com os métodos descritos nos
itens 42.1.2 e 4.2.1.1, respectivamente. Com base nestas duas metodologias, foram

selecionados os tipos de propolis de grande ocorréncia, os quais foram classificados e
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denominados de grupos de propolis. Ao todo foram encontrados 12 grupos distintos, sendo

6 na regido Nordeste, 1 na regido Sudeste e 5 na regido Sul do Brasil (Figuras 1 e 2).

£l
BGl1 RS1 PR7 PR8 PRY9 BAll BAS1 PES PE3 CE3 Pl SP12
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FIGURA 1: Cromatograma obtido por CCDAE, irradiado a 366 nm. dos extratos

etanolicos dos 12 grupos de prépolis brasileiras. (BG1 e RSI= Estado do Rio
Grande do Sul; PR7, PR§ ¢ PR9=Estado do Parana; BA11 e BA51= Estado da Bahia: PES ¢ PE3=Estado de
Pernambuco; P11= Estado do Piaui ¢ SP12= Estado de Sdo Paulo)
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FIGURA 2: Espectros de absor¢do na regido UV-visivel, dos EEP, dos 12 grupos
de propolis brasileiras.
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A CCDAE permitiu uma visualiza¢@o rapida e distinta de cada grupo de propolis.
Na Figura 1, pode-se observar 12 diferentes perfis cromatograficos apresentados pelos
EEP. demonstrando assim uma grande diversidade na composi¢do quimica das propolis
brasileiras. Apesar da existéncia de outros tipos de propolis nessas regides eles ndo foram
incluidos devido a sua rara ocorréncia. Moura (2000) e Ikegaki (2001) também verificaram
diferencas nos perfis cromatograficos dos diversos EEP, utilizando a técnica de CCDAE,
nas propolis das regides Nordeste e Sul do Brasil, respectivamente. As propolis do grupo 6
mostraram uma caracteristica distinta em relacdo aos outros grupos, pois 0s compostos
presentes no EEP ndo eluiram com a fase movel, dgua:etanol 95% (45:55), ficando
adsorvidos no inicio da fase estaciondria durante todo o tempo de corrida. De um modo
geral as propolis do Sul do Brasil (G1 a G5) apresentaram um grande numero de fragdes em
relacdo as propolis do Nordeste (G6 a G11). A grande maioria das amostras de prépolis
coletadas na regido Sudeste apresentaram o perfil do grupo 12, o qual mostrou, pela
CCDAE. varias bandas semelhante com as propolis do grupo 5. Isto evidencia. de certa

forma, um parentesco entre a fonte vegetal destes grupos de propolis.

Os espectros de absorgdo na regido UV-visivel dos EEP, representativos dos 12
grupos, estdo ilustrados na Figura 2. Cada grupo de propolis apresentou um valor maximo
de absorbancia nos comprimentos de onda que variou de 268 a 308 nm. De um modo geral
os flavonéides também apresentam valores maximos de absorgdo na faixa de 250 a 350 nm
(Markham, 1975). No entanto a analise por espectrofotometria dos EPP fornece apenas uma
caracteristica geral de todos os compostos fendlicos presentes. As propolis do grupo 8
apresentaram o mesmo valor maximo de absorgao que as propolis do grupo 3 (Figura 2),
apesar destes dois grupos mostrarem, pela CCDAE, um padrdo cromatografico totalmente
diferente (Figura 1). Entretanto, a analise em conjunto dos resultados obtidos pelas técnicas
de CCDAE e absorbancia na regido UV-visivel, sugerem ser ferramentas rapidas e eficazes

para a identificagdo e classificagdo de diferentes tipos de propolis.

A Tabela 2 e a Figura 3, ilustram algumas caracteristicas dos EEP utilizados na
CCDAE e espectrofotometria na regido UV-visivel. Como pode ser notado, os EEP dos

diferentes grupos mostraram uma coloragdo que variou do amarelo ao castanho escuro.
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Quando se comparou a coloragdo do extrato (Figura 3 e Tabela 2) com o padrdo de CCDAE

(Figura 1). foi possivel verificar que ndo houve uma correlagio entre estas duas variaveis.

Desta forma fica claro que a variavel coloragdo dos extratos ndo pode ser utilizada como

uma fun¢do para predizer grupos distintos de propolis. Todos os grupos apresentaram, com

excecdo dos grupos 10 e 11, substéncias soliveis que variaram de 41,3 a 63,0%. Os grupos

10 e 11 apresentaram os menores teores de substincias soliveis com valores de 24.1 e

23,1%, respectivamente (Tabela 2).

TABELA 2: Caracteristicas de coloragdio e teor de substdncias soluveis dos EEP dos 12
grupos de propolis brasileiras.

Classificagao

Grupo 1 (BG1)
Grupo 2 (RS1)
Grupo 3 (PR7)
Grupo 4 (PR8)
Grupo 5 (PR9)
Grupo 6 (BA11)
Grupo 7 (BA51)
Grupo 8 (PES5)
Grupo 9 (PE3)
Grupo 10 (CE3)
Grupo 11 (PI1)

Grupo 12 (SP12)

Origem

Sul do Brasil

Nordeste do Brasil

w

Sudeste do Brasil

Extrato etandlico de prépolis

Cor S
Amarelo 63,0
Castanho claro 57,5
Castanho escuro 65,0
Castanho claro 54.5
Marrom esverdeado 58,7
Marrom esverdeado 43,8
Castanho escuro 41,3
Amarelo 46,7
Amarelo escuro 241
Amarelo 231
Verde ou Marrom 61.0

esverdeado

47



A

FIGURA 3: Aparéncia dos EEP dos 12 grupos de propolis brasileiras

5.1.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

A CLAE-FR dos EEP representativos dos 12 grupos de propolis foi realizada de
acordo com o item 4.2.1.3. Da mesma forma que na CCDAE, a CLAE também permitiu
uma diferenciag¢do entre os 12 grupos de propolis classificados nas regides Sul, Sudeste e

Nordeste do Brasil (Figuras 4 € 5).

Quando se observa os cromatogramas (Figuras 4 ¢ 5) verifica-se uma grande
diferenca na composi¢io dos compostos fenolicos presentes. Por exemplo, nas propolis do
grupo 1 e do grupo 6 ndo foi identificado nenhum flavonoéide. Além disso, as propolis do
grupo 6 mostraram um perfil cromatografico totalmente diferente dos perfis encontrados
até o momento. Esse grupo de propolis somente apresentou eluigdo dos seus componentes
ap6s os 80 minutos de corrida. Tomas-Barberan et al. (1993) também encontraram em
propolis da Venezuela um perfil similar ao grupo 6, ¢ concluiram que a composi¢do

quimica era principalmente de benzofenonas isopreniladas.
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As prépolis do grupo 3 foram as que apresentaram o maior numero de flavonoides
identificados com os padrdes utilizados. Como pode ser visto no Quadro 1, este também foi
0 grupo que apresentou os maiores teores dos flavonoides pinobanksina, apigenina,
pinobanksina-3-acetato, crisina e galangina. Os flavonéides pinobanksina-3-acetato, crisina
e galangina sdo caracteristicos de propolis oriundas de clima temperado, onde arvores da
espécie Populus sp. estdo presentes (Tomas-Barberan et al., 1993; Bankova er al.. 1987;
Wollenweber et al., 1987). Entretanto o grupo 8, oriundo de clima semi-arido do Nordeste
do Brasil, também apresentou altos teores dos flavondides pinobanksina-3-acetato, crisina,
galangina e pinocembrina, néo corroborando assim com a hipotese de Tomas-Barberan et
al. (1993), Aga et al. (1994) e Bankova ef al. (1995), que as propolis de clima tropical ndo
possuem flavonéides ou os possuem em quantidades muito pequenas. O grupo 8 apresentou
altos teores da flavanona pinocembrina (72,1 mg/g), o que de certa forma explica porque
esse perfil de propolis tem o seu 0 maximo de absor¢3o, pela espectrometria de UV-visivel,
em 290 nm (Markham, 1975). O grupo 3 de prépolis foi o inico que mostrou a presenca
do éster do acido dimetil dialil caféico, o qual é um composto altamente alergénico e
comumente encontrado em propolis de clima temperado (Wollenweber et al., 1987) (Figura
4 e Quadro 1). As propolis dos grupos 9, 10 e 11 apresentaram poucos compostos fenolicos
e com teores que ndo excederam a 1.2 mg/g (Quadro 1). Ja as propolis do grupo 12, de
maior valor econdmico para o mercado externo, mostraram a presenga dos compostos
fendlicos 4cido cumirico, acido ferrilico, kanferol, apigenina, isosakuranetina e kanferide.
Uma caracteristica importante das propolis deste grupo foi a presenca constante do
flavonoide kanferide, e a uma concentragdo sempre superior as dos outros compostos

fenolicos identificados (Figura 5 e Quadro 1).
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FIGURA 4: Cromatograma obtido por CLAE dos grupos de propolis brasileiras. (Volume de

amostra injetada: 20uL; detector utilizado: arranjo de fotodiodos a 254 nm: coluna: fase reversa YMC PACK
ODS (250 x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 um; fase movel utilizada: agua/acido acético (19:1, v/v)
(solvente A) e metanol (solvente B) em sistema de gradiente, iniciando com 30% do solvente B até 40% de B em
15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de B em 45 minutos, 75% de B em 65 minutos, 75% de B em 85
minutos. 90% de B em 95 minutos e 30% de B em 105 minutos; vazio:1 mL/min; temperatura da coluna: 35°C).

1=4cido cumarico: 2=acido ferrilico; 6=quercetina; 7=pinobanksina; 9=kanferol; 10=apigenina; 13=sakuranetina;

l4=isosakuranetina; |5=pinocembrina; l16=¢ster do acido dimeul dialil caf€ico; 17=pinobanksina 3-acetato:
18=crisina; 19=acacetina; 20=galangina; 21=kanferide.
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FIGURA 5: Cromatograma obtido por CLAE dos grupos de prépolis brasileiras. (volume de
amostra injetada: 20uL; detector utilizado: arranjo de fotodiodos a 254 nm; coluna: fase reversa YMC PACK ODS
(250 x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 pm; fase movel utilizada: agua/acido acético (19:1, v/v) (solvente
A) e metanol (solvente B) em sistema de gradiente. iniciando com 30% do solvente B at¢ 40% de B em 15
minutos, 50% de B em 30 minutos. 60% de B em 45 minutos, 75% de B em 65 minutos, 75% de B em 85 minutos,
90% de B em 95 minutos e 30% de B em 105 minutos; vaz3o:1 mL/min; temperatura da coluna: 35°C).

I=4cido cumarico; 2=acido ferrulico; 6=quercetina; 7=pinobanksina; 8=hisperetina; 9=kanferol; 10=apigenina;
1 1=isoramnetina; 13=sakuranetina; 14=isosakuranetina; | S=pinocembrina; 1 7=pinobanksina 3-acetato; 18=crisina,
20=galangina; 21=kanferide.
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QUADRO 1: Teor de compostos fenolicos determinados por CLAE nos 12 grupos
propolis brasileiras.

de

Teor em mg/g de propolis

Compostos fendlicos

Grupos de prépolis

identificados G1 | G2 | G3 | G4 | G5 | G6 | G7 | GB | G9 | G10 | G11 | G12
1 (acido cumarico) - - 12 | 38 | 177 | - - - 05 | 02| 02 | 85
2 (acido ferrulico) - - 1.4 - 46 - e g = z = 2.4
6 (quercetina) - - - - - = : 6,8 = 5 = .
7 (pinobanksina) - - 37.4 - - = - z = & = 8,7
8 (hisperetina) - - - - - : = = 1.2 = = =
9 (kanferol) - - 51 | 1.6 - - 14 - - = = 0,4
10 (apigenina) - - 7.9 - - - 2.2 - - - 03 |03
11 (isoramnetina) < - & - = . = 34 - - - -
13 (sakuranetina) - 1132 - - - - | 181 - = - ” =
14 (isosakuranetina) - - - 12 | 75 . = & . . - 7.3
15 (pinocembrina) - B 22,6 = - - - 721 - - - &
16 (éster do acido
dimetil dialil caféico) - - 9,8 - - s 4 . 2 - - "
17(pinobanksina-3- acetato) | - - 1362 - - - - 14,1 - - - -
18 (crisina) - 2,1 1399 42 - - - 19,7 - - - -
19 (acacetina) = = = 6,5 = = " - _ _ _ -
20 (galangina) - - 1336 - - - - 211 - - - -
21 (kanferide) - - - 2.4 - - - - e i . 12,3

*(s valores acima representam média de duas repeti¢des

5.1.2.3 Cromatografia gasosa com espectrometria de massas (CG-EM)

A composi¢do quimica das amostras representativas dos 12 grupos foram analisadas

por CG-EM, de acordo com a metodologia descrita no item 4.2.1.4. Ao todo foram

encontrados, nos 12 grupos de propolis, 69 compostos diferentes, incluindo compostos da

classe dos flavonéides, acidos fendlicos, terpendides, acidos graxos e derivados e aldeidos

(Tabela 3). As propolis do grupo 1 apresentaram varios terpenodides na sua composicao,

como por exemplo é4cido murbnico, mirtenol, l-alfa terpineol, junipeno, I-trans-

pinocarveol, verbinona, viridiflorol spatulenol e [(+)-aromadendreno], que ndo foram

encontrados em nenhum outro grupo de prépolis. Apesar do terpendide 1-alfa terpineol ter

sido encontrado em amostras de propolis de Sdo Paulo (Bankova er al., 1995), os outros

terpendides nunca foram identificados simultaneamente em amostras de propolis do Brasil.

Conforme ja demonstrado pela técnica de CLAE, a técnica de CG-EM confirmou a
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presenca do composto alergénico, éster do 4cido dimetil dialil caf€ico, nas propolis do
grupo 3, as quais provavelmente devem ter a sua origem vegetal em arvores da espécie
Populus sp. Nenhum composto comum aos 12 grupos de propolis foi identificado,
entretanto alguns derivados de acido graxo, como o acido palmitico, estiveram presente na
maioria dos grupos estudados (Tabela 3). O grupo 6 foi o tmico grupo onde foi identificado
o composto B-cariofileno, o qual também esta presente em folhas de Baccharis notosergila.
Este composto, juntamente com outros terpendides como o-pineno, limoneno e espatulenol,
mostrou moderada atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas (Cobos et al., 2001). O éleo essencial das folhas de Eugenia dysenterica, o qual ¢
composto principalmente de B-cariofileno e a-humuleno, mostrou forte atividade contra
Candida albicans isolada de individuos portadores do virus HIV (Costa et al., 2000). Isto
pode explicar, em parte, a alta atividade antimicrobiana apresentada por este grupo de
propolis. As propolis do grupo 12 mostraram a presenga do flavonéide kanferide e de um
grande niimero de derivados do 4cido cindmico e hidrocindmico, principalmente nas formas
metil e etil ésters (Tabela 3). Aga et al. (1994) demonstraram que a atividade
antimicrobiana das propolis do Brasil é devida principalmente a derivados do écido
hidrocindmico. Entretanto, as amostras de propolis do grupo 6 demonstraram atividade
antimicrobiana superior ao grupo 12, néo possuindo contudo nenhum derivado do acido

hidrocinamico.
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TABELA 3: Cromatografia gasosa com espectrometria de massas dos 12 grupos das propolis
brasileiras

Compostos identificados (Principais picos do EM: intensidade relativa) Grupo

: Crisina: 268 (100, M), 239 (40), 95 (18), 69 (22), 51 (16), 44 (32).

: Pinobanksina 3-acetato (7-metil): 328 (36, M"), 268 (73), 167 (100), 166 (46), 120 (51), 43 (54).

: Pinobanksina 3-acetato (5,7-dimetil): 342 (3, M"), 181 (64), 180 (100), 91 (22), 43 (38).

: Pinocembrina: 284 (M), 256 (93), 255 (63), 179 (96), 152 (100), 124 (63), 78 (30), 77 (29), 69 (44).

: Galangina: 298 (77, M"), 297 (100), 135 (16), 105 (23), 77 (33).

: Apigenina: 312 (100, M), 311 (62), 283 (32), 266 (40),142 (18) .

: Kanferol: 328 (100, M"), 327 (98), 285 (48), 150 (30), 135 (26), 44 (64).

: Tectocrisina: 298 (100, M), 269 (31), 207 (18), 135 (28), 132 (18), 44 (49).

: Isosakuranetina: 300 (53, M"), 229 (30), 193 (18), 166 (18), 134 (100), 121 (82), 119 (22), 44 (21).

10: Kanferide: 328 (100, M"), 327 (87), 285 (45), 242 (10), 150 (28), 135 (24), 77 (18), 44 (24).

11: 2-beta-pineno: 136 (8, M"), 93 (100), 91 (21), 79 (25), 77 (24), 69 (44), 53 (16), 41 (77).

12: Ester metilico do dcido benzéico: 136 (32, M+), 105 (100), 77 (66), 51 (36).

13: Ester metilico do dcido benzéico, 4-metoxi: 166 (31, M"), 135 (100), 92 (20), 77 (27), 64 (15).

14: Ester metilico do acido benzéico 3,4 dimetoxi: 196 (100, M"), 166 (16), 165 (100), 79 (27), 77 (17), 51 (23).
15: Ester metilico do 4cido benzéico 3,4,5 trimetoxi: 226 (100, M), 211 (55), 195 (29), 155 (40), 125 (17), 66
(18).

16: Ester etilico do dcido benzéico: 150 (16, M"), 122 (34), 105 (100), 77 (65), 51 (34), 50 (13).

17: 1-trans-Pinocarveol: 152 (M"), 134 (32), 119 (31), 92 (83), 91 (54). 83 (57), 81 (34), 70 (68), 69 (40), 55 (87), 1
53 (33), 43 (30), 41 (100).

18: 1-.Alfa.-terpineol: 154 (M"), 136 (28), 121 (33), 93 (44), 81 (30), 59 (100), 41 (23). 1
19: Verbinona: 150 (57, M), 135 (69), 119 (27), 108 (31), 107 (100), 91 (88), 82 (25), 80 (58), 79 (42), 78 (13), 1
77 (27), 67 (27), 65 (21), 55 (32), 53 (28), 51 (22), 43 (32), 41 (66).

20: [(+)-Aromadendreno]: 204 (15, M"), 161 (43), 121 (30), 119 (30), 107 (43), 105 (43), 95 (24), 93 (50), 91 1
(50), 81 (44), 79 (42), 69 (53), 67 (40), 55 (47), 43 (42), 41 (100).

21I: Junipeno: 204 (15, M™, 161 (44), 119 (34), 107 (38), 105 (42), 95 (34), 94 (42), 93 (43), 91 (53), 79 (38), 77 1
(30), 67 (26), 55 (44), 53 (29), 41 (100).

22: Spatulenol: 220 (6, M"), 205 (33), 159 (34), 119 (42), 105 (34), 95 (20), 93 (40), 91 (42), 79 (32), 69 (35), 67 1
(24), 55 (28), 43 (100), 41 (69).

23: Viridiflorol: 222 (M"), 61 (31). 109 (50), 107 (26), 95 (26), 93 (26), 81 (34), 69 (54), 67 (31), 55 (33),43 (100), 1
41 (61).

24: Acido murénico: 468 (M), 173 (42), 106 (10), 105 (32), 95 (38), 91 (42), 82 (26), 81 (32), 79 (26), 77 (16), 69
(100), 67 (20), 55 (39), 44 (37), 41 (84).

25: Vanilina: 152 (95, M"), 151 (100), 123 (21), 109 (26), 81 (37), 53 (20).

26 Ester metilico de vanilina: 166 (100, M), 165 (49), 95 (28), 77 (23), 51 (26).

27: Ester metilico do acido cindmico: 162 (51, M"), 131 (100), 103 (58), 77 (41), 51 (34).

28: Acido hidrocinamico: 150 (36, M"), 105 (26), 104 (39), 91 (100).

29: Ester metilico do 4cido hidrocindmico: 164 (24, M"), 105 (35), 104 (100), 91 (74), 79 (13), 77 (22), 51 (21).
30: Ester etilico do 4cido hidrocinamico: 178 (31, M"), 107 (44), 105 (44), 104 (100), 91 (58), 77 (26).

31: Ester metilico do dcido hdrocinamico, p- hidroxi: 180 (26, M"), 120 (33), 107 (100).

32: Ester etilico do dcido cindmico: 176 (32, M"), 131 (100), 104 (17), 103 (50), 102 (14), 77 (35), 51 (21).

33: Acido Ferrilico: 222 (100, MY, 191 (54), 147 (17), 77 (16), 51 (24).

34: 1,4-Metanonaftaleno-9-ol, 1,4-dihidro: 158 (18, M"), 129 (100), 128 (44), 127 (33).

35: Ester do acido dimetil dialil caféico: 276 (35, M"), 208 (100), 193 (30), 67 (42), 53 (40), 41 (92).

36: Pinostrobina chalcona: 270 (93, M"), 269 (48). 193 (100), 167 (26), 166 (78), 138 (49), 95 (34).

37: Acido p-cumarico: 192 (64, M"), 161 (100), 133 (33), 89 (17), 63 (18).

38: Metil trans-comunato: 316 (M"), 175 (41), 147 (30), 121 (42), 119 (41), 107 (38), 105 (42), 93 (52), 91 (52),
81 (66), 79 (70), 55 (56), 53 (41), 45 (47), 43 (51), 41 (100).

39: Agatato dimetilico: 362 (M), 189 (35), 121 (100), 114 (33), 109 (23), 107 (30), 82 (36), 81 (81), 79 (34), 67
(35), 59 (32), 55 (57), 53 (32), 43 (23), 41 (71).

40: Beta-cariofileno: 204 (7, M), 107 (26), 105 (25), 93 (68), 91 (36), 81 (30), 79 (39), 77 (25), 69 (65), 67 (24),
55 (36), 41 (100).

41: 10-(dimetilaminometil)-alfa-pineno: 193 (M), 58 (100), 42 (7), 41 (6). 7
42: 3,4-dimetoxifenol: 154 (100, M"), 139 (78), 111 (54), 93 (22), 69 (20), 65 (19), 55 (22), 53 (15).
43: 4-fenilbutenona: 146 (92, M), 145 (78), 131 (100), 103 (94), 102 (19), 77 (68), 51 (42), 43 (38). 8
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44: 1H-Cicloprop|e|azulen-4-ol, decahidro-1, 1; 1,7-tetrametil-, [1aR-(1a.alfa., 4a.alfa., 7.alfa., 7a.beta.,
7b.alfaa)]: 222 (M"), 161 (18), 122 (34), 121 (20), 111 (22), 109 (40), 107 (36), 105 (23), 95 (30), 93 (32), 91 (20),
82 (26), 81 (43), 79 (22), 69 (55), 67 (38), 55 (40), 43 (100), 41 (76).

45: 4H-pirano-4-one, 2, 3-dihidro-3, 5-dihidroxi-6-metil: 144 (37, M), 101(31), 72 (20), 55 (25), 45 (25), 44
(76), 43 (100).

46: Alfa-pineno: 136 (6, M"), 93 (100), 92 (35), 91 (27), 79 (23), 77 (30), 55 (12), 43 (19), 41 (33).

47: 1,1.3.3,4-Pentametil-6-T-butil-2,3-dihidroindeno: 244 (18, M"), 230 (20), 229 (100), 173 (5), 57 (10).

48: Ester metilico do dcido palmitico: 270 (8, M"), 87 (58). 74 (100), 57 (16), 55 (25), 43 (37), 41 (30).

49: Ester metilico do dcido 10-octadecendico: 296 (M1, 97 (34), 96 (29), 87 (37), 84 (32), 83 (45), 74 (55), 69
(60), 67 (30), 56 (24), 55 (100), 43 (59), 41 (72).

50: Ester metilico do dcido lactico: 104 (M), 45 (100), 43 (10).

51: Ester metilico do dcido eicosandico: 326 (1, M"), 87 (56), 74 (100), 57 (30), 55 (33), 43 (64). 41 (37).

52: Ester metilico do acido 9,12-Octadecadienéico (E, E): 294 (M), 95 (45), 82 (45), 81 (67), 79 (33), 69 (35),
68 (40), 67 (100), 55 (72), 43 (32), 41 (91).

53: Ester metilico do dcido 9-Octadecenéico (E): 296 (M), 74 (40), 69 (43), 55 (96), 43 (72), 41 (100).

54: Ester etilico do 4cido etoxiacético: 132 (M"), 88 (36), 61 (18), 60 (21), 59 (100), 45 (14), 42 (16).

55: Ester metilico do acido octadecanéico: 298 (11, M), 87 (65), 75 (21), 74 (100), 69 (17), 57 (23), 41 (46).

56: Ester etilico do 4cido nonadecanéico: 326 (M), 101 (52), 88 (100), 73 (20), 70 (21), 69 (24), 57 (40), 55 (44),
43 (82), 41 (60).

57: Ester dimetilico do 4cido butanodibico: 146 (M), 115 (71), 114 (20), 87 (18), 59 (73), 55 (100).

58: Ester dimetilico do 4cido propanediéico: 132 (M), 101 (92), 74 (42), 59 (100), 57 (24), 43 (25), 42 (47).

59: Acido palmitico: 256 (16, M"), 129 (21), 85 (15), 73 (90), 73 (90), 71 (28), 69 (31), 61 (22), 60 (84), 57 (64),
56 (15), 55 (62), 43 (100), 42 (17), 41 (75).

60: Ester etilico do acido palmitico: 284 (2, M"), 101 (55), 89 (16), 88 (100), 73 (23), 70 (22), 57 (26), 55 (34), 43
(52), 41 (33).

61: E:‘,ster metilico do dcido ldurico: 214 (2, M"), 87 (54), 74 (100), 55 (26), 43 (39), 41 (36).

62: Acido oléico: 282 (M"), 98 (21), 97 (23), 83 (34), 81 (24), 73 (20), 69 (51), 68 (19), 67 (33), 60 (22), 57 (33), 56
(24), 55 (95), 54 (27), 43 (65), 41 (100).

63: Mirtenol: 152 (5, M"), 108 (30), 93 (20), 91 (38), 79 (100), 77 (20), 41 (38).

64: Farnesol: 222 (M"), 93 (38), 81 (20), 71 (34), 69 (84), 67 (24), 55 (34), 43 (62), 41 (100).

65: Eudesmol: 222 (3, M"), 164 (19), 149 (34), 109 (20), 59 (100), 43 (19), 41 (22).

66: Nerolidol: 222 (M), 93 (47), 79 (18), 71 (38), 69 (100), 68 (10), 55(39), 43 (76), 41 (96).

67: Esterealdeido: 268 (M"), 97 (27), 96 (40), 95 (27), 83 (40), 82 (63), 81 (31), 71 (33). 69 (43), 68 (39), 67 (33),
57 (80), 55 (74), 44 (26), 43 (100), 41 (86).

68: Aldeido benzéico: 106 (91, M"), 105 (89), 78 (20), 77 (100), 52 (15), 51 (58), 50 (34).

69: n-tetradecano: 198 (2, M), 85 (30), 71 (48). 57 (90), 56 (14), 55 (23), 43 (100), 41 (59).
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5.1.3 Anailises biolégicas dos extratos etanélicos de propolis

5.1.3.1 Teste de antibiograma para bactérias patogénicas

A atividade antimicrobiana dos EEPs dos 12 grupos foi feita usando os

microrganismos patogénicos Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Streptococcus mutans,
de acordo com o método descrito no item 4.2.2.1. A Tabela 4 ilustra que as propolis do
grupo 1 nio inibiram o crescimento do Staphylococcus aureus, mas as dos grupos 2, 9, 10
e 11 inibiram ligeiramente. As propolis dos grupos 3, 4, 5, 8, e 12 inibiram moderamente e

as propolis dos grupos 6 e 7 inibiram fortemente. As propolis do grupo 6 demonstraram alta
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atividade antimicrobiana contra o microrganismo Streptococcus mutans, as propolis do
grupo 3 apresentaram uma atividade moderada, enquanto s prépolis dos grupos 1, 4, 5, 7, 8,
e 12 mostraram uma atividade minima. Koo et al. (1999) e Park et al. (1998b) também
verificaram que as propolis do tipo grupo 3 apresentam uma atividade antimicrobiana maior
sobre os microrganismos S. mutans do que os microrganismos S. aureus. As propolis do
grupo 3 e grupo 8, apresentaram um composi¢do quimica muito semelhante com relagéo
aos flavonoides identificados. De fato estes dois grupos de propolis mostraram uma
atividade antimicrobiana semelhante, tanto para o S. aureus quanto S. mutans. Apesar de
compostos fenolicos como a galangina, pinocembrina, benzil-p-cumarato, entre outros,
possuirem atividade antimicrobiana (Villanueva et al., 1964; Maciejewicz & Meresta,
1999: Dimov et al., 1992), nenhum destes foi encontrado nas prépolis do grupo 6. Koo er
al. (2000b) também demonstraram que as propolis do tipo grupo 6 possuem atividade
antimicrobiana maior do que as propolis dos tipos grupo 3 e grupo 12. As propolis do grupo
12. apresentaram varios derivados do acido hidrocinamico (Tabela 3) o que pode explicar,
juntamente com os flavonéides identificados, a atividade antimicrobiana encontrada para
este grupo, visto que diversos derivados do acido hidrocindmico possuem forte atividade

antimicrobiana (Aga et al., 1994).

TABELA 4: Atividade antimicrobiana dos EEPs dos 12 grupos de propolis
brasileira contra as bactéria patogénicas S.aureus ATCC 25923 e

S. mutans.
Halo de inibi¢ao (mm)
Grupos Staphylococcus aureus Streptococcus mutans
ATCC 25923
Grupo 1 (BG1) nd <1
Grupo 2 (RS1) | nd
Grupo 3 (PR7) 2,0 2.8
Grupo 4 (PR8) 1.0 <1
Grupo 5 (PR9) 3.0 <l
Grupo 6 (BA11) 6.0 9.0
Grupo 7 (BAS51) 5,0 <1
Grupo 8 (PES) 2,0 1.0
Grupo 9 (PE3) %l nd
Grupo 10 (CE3) <1 nd
Grupo 11 (PI1) <1 nd
Grupo 12 (SP12) 3.0 1,0

nd=ndo detectado
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5.1.3.2 Atividade antioxidante dos extratos etanélicos de propolis

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos dos 12 grupos de propolis foi
determinada de acordo com o método da oxidacdo acoplada do {3-caroteno, conforme
descrito no item 4.2.2.2. Os resultados da atividade antioxidante estdo ilustrados na Figura
6. Todos os grupos de propolis apresentaram alguma atividade antioxidante. O grupo 12 foi
significativamente diferente dos grupos 9 € 10, os quais mostraram as menores atividades
antioxidantes. entretanto foi estatisticamente igual aos grupos 5 e 7. De fato, o grupo 5
apresentou um perfil pela CCDAE muito similar ao grupo 12 (Figura 1), apesar dos
flavonoides identificados pela técnica de CLAE ndo serem comuns a estes dois grupos
(Figuras 4 e 5 e Quadro 1). Contudo, quando se observa os dados do CG-EM (Tabela 3),
verifica-se a presenga de vérios derivados do acido hidrocinamico em comum ao0s grupos 5
e 12. Hayashi er al. (1999) e Aga et al. (1994), demonstraram a atividade antioxidante de
vérios derivados do acido cinamico e 4cido hidrocinidmico presentes em propolis. As
propolis dos grupos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 e 11 foram estatisticamente iguais, apesar de
apresentarem uma composi¢ao quimica totalmente diferente (Figuras 1, 4 e 5 e Tabela 3).
As propolis dos grupos 3 e 8 demonstraram a presenca de poucos derivados do acido
cinamico e acido caféico e um grande teor e niimero de flavondides (Tabela 3, Figuras 4e5
e Quadro 1). Dessa forma pode-se inferir que a atividade antioxidante destes grupos foi
proporcionada principalmente pelos flavonéides presentes. De fato, um grande numero de
flavondides possuem atividade antioxidante, seqiiestrando radicais livres oxidantes e

inibindo a acdio do oxigénio “singlet” (Harborne & Willians, 2000; Pietta, 2000).
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Médias seguidas de letras diferentes sdo significativas a nivel de 5% (Teste de Tukey p =0,05).

FIGURA 6: Atividade antioxidante, dos 12 grupos de propolis brasileiras, medida
através da oxida¢do do B-caroteno.

5.1.3.3 Atividade antiinflamatéria dos extratos etandlicos de propolis

A hialuronidase ¢ uma enzima que atua despolimerizando o acido hialurénico, um
mucopolissacarideo encontrado no tecido conjuntivo (Arkins & Sheehan, 1972), com
conseqiiente diminui¢do da sua viscosidade, provocando assim o atrito das juntas e
acarretando em problemas como artrite reumatdide e artrose, ou até mesmo a formagao de
edemas e sensagdo de dor. A importdncia da inibi¢do da enzima hialuronidase esta
relacionada com a sua agdo catalitica na hidrolise do acido hialuronico e por outras
atividades fisiologicas relacionadas ao processo inflamatorio. Acredita-se que a
hialuronidase seja uma das principais enzimas envolvida neste processo. Portanto, a
inibicdo da enzima hialuronidase caracteriza uma forma indireta na determinag¢do da
atividade antiinflamatoria.

Como pode-se observar na Figura 7 as amostras de propolis dos grupos 6, 7 ¢ 8
apresentaram o maior poder de inibigdo enzimatica, sendo estatisticamente idénticos pelo

teste de Tukey. a nivel de 5%. As amostras dos grupos 9 e 11 apresentaram as menores
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atividades antiinflamatorias, ndo diferindo significativamente entre si. Estes dados
corroboram com os obtidos por Miyataka et al. (1997), onde todos os EEP de prépolis
hialuronidase pode ser explicada, em parte, pela presen¢a de derivados do 4cido cindmico e
hidrocindmico (Kakegawa et al.,1985), como no caso do grupo 12 (Tabela 3). Entretanto, a
maioria dos outros grupos de propolis ndo apresentaram ou apresentaram poucos derivados
desses 4cidos. Kuppusamy er al. (1990) determinaram que os flavondides com dupla
ligagdo no carbono C,3, grupos hidroxilas nas posigdes 5, 7, 4’ e um grupo cetona na
posicdo 4 possuem um potente efeito sobre a enzima hialuronidase. Os flavonoides
apigenina, luteolina e kanferol inibiram a atividade da hialuronidase. Em contrapartida, a
presenga de substituintes glicosilados impedem completamente a habilidade dos
flavonoides de inibir a atividade enzimatica. Isto pode explicar, em parte, a atividade
inibitéria apresentada pelos grupos G3, G4, G7 e G11 que possuem apigenina e/ou kanferol

na sua composi¢do quimica (Figuras 4 e 5 e Quadro 1).

Inibi¢ao da enzima hialuronidase (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 G It 12

Grupos de propolis

Médias seguidas de letras diferentes sdo significativas a nivel de 5% (Teste de Tukey p £0.05).

FIGURA 7: Atividade antiinflamatéria dos 12 grupos de prépolis brasileiras, expresso em
porcentagem de inibicdo da enzima hialuronidase.
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5.1.3.4 Atividade citotéxica dos extratos etanélicos de propolis

A determinagdo da atividade citotoxica dos extratos etanolicos de propolis foi
realizada de acordo com a metodologia descrita no item 4.2.2.4, e os resultados
apresentados na Tabela 5. Entre os 12 grupos testados, apenas os grupos 1, 2, 6, 7, 8 e 10
apresentaram atividade citotoxica. Os grupos 6 ¢ 7 foram os que apresentaram as maiores
porcentagens de inibi¢do das células cancerigenas, sendo que o grupo 7 mostrou uma
inibi¢do superior a 90% em todas as linhagens de células testadas (Tabela 5). Estes dois
grupos de propolis possuem uma composi¢do quimica totalmente diferente (Figuras4 e 5 e
Tabela 3). evidenciando assim que os compostos responsaveis pela citotoxicidade sdo de

natureza quimica distinta.

TABELA 5: Atividade citotoxica dos extratos etanolicos de propolis contra células
cancerosas humanas.

Porcentagem de inibi¢io utilizando 20pg/mL de prépolis

Grupos de Células cancerigenas
propolis Carcinoma Adenocarcinoma Carcinoma renal Adenocarcinoma
nasofaringeal (KB) ileocecal (HCT-8) (CAKI-1) de mama (MCF-7)
1 (RSS5) 68 19 15 NT
1 (BG1) 50 48 09 37
1 (PL1) 53 45 12 31
1 (PL3) 50 47 13 33
1 (BG3) 14 39 08 18
2 (RS38) 75 32 16 NT
2 (RS42) 34 09 NA NT
6 (BA12) 88 79 72 77
6 (BA11) 85 77 74 80
7 (BAS) 97 95 94 96
8 (PES) 43 31 12 43
10 (CE3) 37 22 12 31
Etoposideo VP-16 90 46 25 41

NA: sem atividade
NT: ndo testado
Etoposide VP-16: Droga antitumor atividade a 2pg/mL.

Matsuno ef al. (1998) isolaram do extrato metanolico de uma mistura de propolis de
diversas regides do Brasil um novo derivado benzo-y-pirano, com férmula molecular
C19H»,03. Este composto apresentou citotoxidade retardando o crescimento de células

HuH13 (carcinoma hepatocelular humano), HelLa ¢ KB (cércinoma epiderméide oral
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humano) e HLC-2 (carcinoma pulmonar humano). Um outro composto conhecido como
CAPE (fenetil éster do acido caféico) foi isolado e caracterizado, sendo este parcialmente
responsavel pela atividade citotéxica da prépolis. O CAPE apresentou uma inibigio de
80%, numa concentragdo de 20 uL/mL. em células tumorais transformadas de humanos e
ratos (Grunberger e al., 1998). De acordo com os estudos feitos até o momento, os
constituintes que mostraram forte atividade anticancer de propolis do Brasil foram os
derivados do acido caf€ico, flavonoides, 2,2-dimetil-8-prenil-cromeno-6-acido propenodico
(Marcucci, 1995), artepilin C (Matsushige et al., 1996) e 17-hidroxicleroda-3, (13Z)-dien-
15-acido oico (Matsuno et al., 1997). Ainda que os diterpenos clerodano tenham sido
relatados por possuirem forte atividade citotoxica contra o carcinoma hepatocelular humano
HuH13, carcinoma pulmonar HLC-2, HeLA, KB e células de rato W3Y (Matsuno, 1995),
varios diterpendides labdano mostraram fraca atividade citotoxica contra as linhagens de
células humanas HT-1080 e células do colon L5 (Banskota et al., 1998). Estes resultados
indicam que a atividade anticancer das propolis brasileiras ¢ devida, primariamente, aos

compostos fendlicos, os quais sdo responsaveis por outras atividades bioléogicas.
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5. 2 Material vegetal

5.2.1 Estudo fitoquimico da origem vegetal das prépolis do grupo 3 (G3), grupo 6 (G6)

e grupo 12 (G12) por meio de técnicas espectrofotométricas e cromatograficas

Em virtude do grande numero de grupos de propolis presentes nas regides brasileiras,
ndo foi possivel realizar um estudo fitoquimico da origem botanica de todos os grupos.
Desta forma, foram selecionados trés grupos de propolis para a identificagdo da origem
vegetal. O primeiro grupo selecionado para o estudo foi o grupo 3 (Figuras 1 e 4), em
virtude deste apresentar um perfil cromatografico caracteristico de paises de clima
temperado, como os da Europa. Entretanto ¢ também encontrado na regido sul do Brasil.
Além disso este perfil de propolis mostrou bons resultados “in vivo” contra o
microrganismo S. mutans, causador da cérie dental, assim como inibicdo da enzima
glicosiltransferase (Koo e al., 1999). O segundo grupo de propolis selecionado para o
estudo foi o grupo 6, principalmente devido as propriedades biologicas e pelo fato deste
grupo nunca ter sido relatado antes no Brasil (Figuras 1 e 4). As propolis do grupo 6
apresentaram maior atividade antibidtica, tanto para o microrganismo S. aureus quanto para
o S. mutans. As propolis do grupo 6 também mostraram forte atividade citotoxica (Tabela
5). O grupo 12 foi o terceiro grupo de propolis incluido para a identificagdo da origem
vegetal, pelo motivo deste ser o tipo de propolis de maior valor econdmico para o mercado

externo, principalmente o mercado japonés.

5.2.1.1 Evidéncias fitoquimicas da origem vegetal das propolis do Grupo 3

A primeira etapa na identificagdo da origem vegetal dos 3 grupos de propolis
selecionados foi a observacdo visual de campo. Para isso foi necessario retornar a cada
localidade e observar diretamente no campo a fonte de coleta de propolis pelas abelhas.
Desta maneira foi possivel fazer uma coleta das provaveis fontes vegetais com um bom
grau de confiabilidade para as andlises fitoquimicas de laboratorio. As amostras das
propolis do grupo 3 foram coletadas na cidade de Santa Cruz — SC, assim como o material

vegetal fonte destas propolis.
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A primeira analise para a identificagdo da origem vegetal foi a comparagdo do

espectro de absor¢do na regido UV-visivel. Os EEP deste grupo apresentaram um maximo

de absor¢do em 290 nm (Figuras 2 e 8), o qual também foi encontrado no extrato

metanolico vegetal (Figura 8). O material vegetal coletado nesta regido, em fun¢do das

observagdes visuais, foi a resina dos botdes vegetais de uma planta chamada de 4lamo e

identificada pelo Instituto de Biologia da Unicamp, como Populus alba. Esta planta

historicamente ndo € nativa do Brasil, e foi trazida para a regido Sul do Brasil por

imigrantes alemdes com fins ornamentais. Hoje esta espécie vegetal € cultivada em grande

escala para a produgdo de palitos de dentes. A Figura 9 ilustra uma plantagdo de dlamo na

cidade de Santa Cruz, no estado de Santa Catarina.

15 T T T I T T T T T T T T T T T T 3.
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FIGURA 8: Espectro de absor¢do na regido UV-visivel do extrato etandlico de propolis (G3) e
metandlico da resina de dlamo (Populus alba).
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FIGURA 9: Reflorestamento de dlamo (P. alba) na cidde de Santa Cruz — SC.

As analises por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) também confirmaram uma alta
similaridade entre perfil quimico da propolis e o da resina de dlamo (Figuras 10 e 11). Pela
técnica de CLAE pode-se confirmar a existéncia de pelo menos 25 compostos idénticos. De
fato. os flavonoides crisina e galangina e o éster do 4cido dimetil dialil caféico, encontrados
em todas as amostras de propolis do grupo 3, sdo caracteristicos de propolis oriundas de
arvores da espécie Populus sp. (Bankova et al., 1987; Wollenweber et al., 1987). A técnica
de CG-EM confirmou o mesmo padrio de composigdo quimica entre a propolis e a resina
de alamo (Populus alba) e a existéncia do composto alergénico éster do acido dimetil dialil
caféico (Figura 12). O éster do 4cido dimetil dialil caféico foi relatado pela primeira vez
como um produto natural presente em resinas de Populus sp ¢ amostras de propolis da
Europa Central (Wollenweber ef al., 1987). Bankova ef al. (1992), utilizando a técnica de
CG-EM, encontraram 31 compostos nas propolis da Bulgdria, dos quais 26 estavam

presentes na resina de Populus nigra. Neste mesmo trabalho, os autores analisaram a resina
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de Populus italica, e dos 24 compostos identificados 21 estavam presentes nas amostras de
propolis. As diferencas observadas na composi¢do das propolis da Bulgaria foram
atribuidas a participac@o de diferentes espécie de Populus sp. Entretanto em amostras de
propolis da Mongolia, Bankova e al. (1992) verificaram que todos os compostos fendlicos
identificados na propolis também estavam presentes, em concentragdes similares, na resina
de Populus suaveolens. Com base nos trabalhos de Ghisalbert (1979), Wollenweber et al.
(1987) e Bankova ef al. (1992) fica evidente que em varias regides ecoldgicas diferentes as
espécies vegetais do género Populus sp. sdo uma das mais importantes fontes para obtengéo

de prépolis, e de grande importancia ecoldgica para as abelhas.

Prépolis Resina de
G3 dlamo

FIGURA 10: Cromatograma obtido por CCDAE, irradiado a 366 nm, do
extrato etanolico da propolis do grupo 3 e do extrato
metanolico da resina de alamo (Populus alba).
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FIGURA 11: Cromatograma obtido por CLAE do extrato etanodlico da propolis do

grupo 3 e do extrato metanolico da resina de alamo (. alba). (volume de
amostra injetada: 20pL; detector utilizado: arranjo de fotodiodos a 254 nm; coluna: fase reversa YMC PACK
0DS (250 x 4.6 mm) com tamanho de particula de 5 pm; fase movel utilizada: agua/acido acético (19:1, v/v)
(solvente A) e metanol (solvente B) em sistema de gradiente, iniciando com 30% do solvente B até 40% de B
em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de B em 45 minutos. 75% de B em 65 minutos, 75% de B em
85 minutos, 90% de B em 95 minutos ¢ 30% de B em 105 minutos; vazio:1 mL/min; temperatura da coluna:
35°C).
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FIGURA 12: Cromatograma obtido por CG-EM da prépolis do grupo 3 e da resina de

alamo (P . al ba) Volume de amostra metilada injetada: 0,6 pl.; tipo de injegao: “splitless™ coluna
utilizada: coluna capilar CBPS 30 m x 0,25 mm; modo de operagio do detector de massa: “scanning” (m/z
40-400); programagdo de temperatura do forno: 50°C (0,3 min) a 285°C (15 min), com um incremento de
6°C/min.



Dados do MS para os compostos identificados

I- éster metilico do 4cido lactico: 104 (M"), 61 (3), 46 (2); 45 (100), 43 (10); 2- éster
metilico do 4cido benzéico: 136 (32, M), 106 (8), 105 (100), 77 (66), 51 (36), 50 (18); 3-
éster metilico do 4cido cindmico: 162 (46, M), 132 (12), 131 (100), 103 (63), 102 (17), 77
(45), 51 (39); 4- eudesmol: 222 (3, M), 204 (16), 189 (15), 164 (19), 149 (34), 109 (20),
108 (15), 95 (15), 81 (18), 59 (100), 43 (19), 41 (22); 5- 1.4-metanonaftaleno-9-ol, 1,4-
dihidro: 158 (18, M), 141 (8), 130 (13), 129 (100), 128 (44), 127 (23), 115 (8), 77 (8). 51
(11), 50 (6); 6- 4cido ferrtilico: 222 (100, M), 207 (17), 191 (54), 147 (17), 119 (12), 77
(16), 51 (24); 7- éster metilico do acido eicosandico: 326 (1, M), 143 (14), 87 (56), 45
(27), 74 (100), 69 (19), 57 (30), 55 (33), 43 (64); 8- éster metilico do 4cido 9.12-
octadecadienoéico (E, E): 294 (M"), 136 (7), 135 (7), 123 (9), 109 (21), 96 (29), 95 (45), 94
(8), 83 (15), 82 (45), 81 (67), 80 (20), 79 (33), 77 (10), 69 (35), 68 (40), 67 (100), 66 (9),
59 (14), 55 (72), 54 (38), 43 (32); 9- éster do acido dimetil dialil caféico: 276 (35, M"), 209
(13), 208 (100), 193 (30), 191 (28), 164 (14), 151 (11), 77 (15), 69 (29), 68 (26), 67 (42),
53 (40), 51 (18), 44 (17), 41 (92); 10- pinostrobina chalcona: 270 (93, M), 269 (48), 194
(11), 193 (100), 167 (26), 166 (78), 138 (49), 103 (19), 95 (34), 51 (19); 11- pinocembrina:
284 (M"), 256 (93), 255 (63), 179 (96), 153 (28), 152 (100), 124 (63). 104 (24), 103 (23).
96 (25), 78 (30), 77 (29), 69 (44), 51 (28), 44 (14); 12- pinobansina 3-acetato 7-metil éter
(pinobansina 3-acetato): 328 (36, M), 268 (73), 167 (100), 166 (46), 120 (51), 91 (35), 43
(54); 13- crisina: 268 (100, M"), 267 (15), 239 (40), 225 (14), 138 (12), 120 (12), 95 (18),
69 (22), 51 (16), 44 (32); 14- galangina: 298 (77, M"), 297 (100), 279 (14), 267 (16), 171
(13), 135 (16), 105 (23), 77 (33), 69 (14), 51 (17), 44 (16); 15- pinobansina 3-acetato (5,7-
dimetil éter): 342 (3. M"), 282 (10), 181 (64), 180 (100), 152 (18), 137 (13), 120 (21), 91
(22), 43 (38): 16- apigenina: 312 (100, M"), 311 (62), 295 (8), 283 (32), 282 (12), 267 (11),
266 (40), 239 (14), 171 (9), 142 (18), 89 (10); 17- kanferol: 328 (100, M"), 327 (98), 310
(15), 309 (19); 299 (14), 297 (14), 285 (48), 207 (16), 150 (30), 135 (26), 77 (18), 44 (64),
40 (16).
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5.2.1.2 Evidéncias fitoquimicas da origem das propolis do Grupo 6

As propolis do grupo 6 foram coletadas na cidade de Entre Rios - BA, assim como o

material vegetal fonte desse perfil propolis. A primeira anélise na identifica¢do da origem

vegetal deste grupo, apos a observag@o visual da coleta de propolis pelas abelhas, foi a

varredura do espectro na regido UV-visivel. De acordo com a Figura 13, tanto a propolis

quanto o vegetal apresentaram maximos de absor¢do semelhantes de 284 e 288 nm,

respectivamente.
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FIGURA 13: Espectro de absor¢@o na regido UV-visivel do extrato etandlico da propolis (G6) e

metanolico do alecrim da Bahia (Hyptis divaricata).

O material vegetal coletado na regido de Entre Rios (BA) foram os botdes apicais

de uma planta nativa conhecida como alecrim da Bahia. Esta planta foi identificada, pelo

Instituto de Biologia da Unicamp como Hyptis divaricata. A Figura 14, ilustra o aspecto

desse arbusto na regido de coleta. Este vegetal apresenta como caracteristica um aroma

forte semelhante a propolis, e flores azuis.
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FIGURA

14: Vetaca"io e ytis divaricata seu habitat
natural na regido de mata atlantica da Bahia.

As andlises por CCDAE e CLAE confirmaram um perfil quimico muito semelhante
entre a propolis do grupo 6 e a espécie vegetal H. divaricata (Figuras 15 e 16), sendo
identificados pelo tempo de retengdo e varredura do espectro de absor¢do 3 compostos em
comum (Figura 16). Entretanto, e diferentemente das propolis do grupo 3, este tipo de
prépolis ndo mostrou a presenga de nenhum flavonoide, visto que todos padrdes tipicos
eluem. nas condi¢des usadas na CLAE, antes de 80 minutos. Esse perfil cromatografico, em
relagdo ao outros grupos, indica uma grande presenga de compostos apolares. Tomas-
Barberan et al. (1993) encontraram em amostras de propolis da Venezuela benzofenonas
poliisopreniladas. As propolis da Venezuela apresentaram um perfil cromatografico, pela
técnica de CLAE, muito semelhante as das propolis do grupo 6. Neste estudo os autores
demonstraram, segundo as evidéncias fitoquimicas, que a propolis da Venezuela tém sua
origem vegetal nas espécies vegetais Clusia minor ¢ Clusia major. Rubio et al. (1999)

também encontraram resultados semelhantes em amostras de propolis de Cuba, da qual foi
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isolada uma nova benzofenona isoprenilada com forte atividade antimicrobiana e
antifungica. Entretanto varios estudos demonstraram a existéncia, na espécie vegetal Hyptis
sp. de diterpenoides (Frangoso-serrano ef al., 1999), diterpondides triciclicos (Urones ef al..
1998), triterpenodides (Rao et al., 1990) e triterpendides pentaciclicos (Peredamiranda &
Gasconfiguero, 1988), que sdo compostos com atividade biologica e de natureza apolar em

relacdo aos flavonodides e acidos fendlicos.

Pela técnica de CG-EM foi possivel a identificagdo, tanto na propolis quanto no /7.
divaricata, do terpenoide P-cariofileno (Figura 17) o qual possui atividade antimicrobiana
(Cobos et al., 2001). Os compostos 12, 13, 14 e 15 ndo foram identificados pela biblioteca
do EM (Figura 17), entretanto foram que apresentaram fragmentos m/z 105, o que indica
uma possivel natureza benzofenona, e fragmentos m/z 77, 69, 59 e 55 indicando uma
caracteristica prenilada, segundo Monache ef al. (1991), Tomas-Barberan et al. (1993),

Markham et al. (1996) e Rubio ef al. (1999).

Propolis Alecrim
G6 da Bahia

FIGURA 15: Cromatograma obtido por CCDAE, irradiado a 366 nm, do extrato
etandlico da propolis do grupo 6 e extrato metandlico dos botdes apicais
do alecrim da Bahia (Hyptis divaricata).
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FIGURA 16: Cromatograma obtido por CLAE do extrato etanolico da propolis do
grupo 6 e do extrato metanélico dos botdes apicais do alecrim da Bahia

(Hypf is divaricat a) (Volume de amostra injetada: 20pL; detector utilizado: arranjo de fotodiodos
a 254 nm; coluna: fase reversa YMC PACK ODS (250 x 4.6 mm) com tamanho de particula de 5 pm; fase
mavel utilizada: agua/dcido acético (19:1. v/v) (solvente A) e metanol (solvente B) em sistema de
gradiente, iniciando com 30% do solvente B até 40% de B em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 60%
de B em 45 minutos, 75% de B em 65 minutos, 75% de B em 85 minutos, 90% de B em 95 minutos e 30%
de B em 105 minutos; vazio:1 ml./min; temperatura da coluna: 35°C).
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FIGURA 17: Cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas da propolis

do grupo 6 e alecrim da Bahia (H divaricata). Volume de amostra metilada injetada:
0.6 plL: tipo de injegdo: “splitless™; coluna utilizada: coluna capilar CBPS 30 m x 0,25 mm; modo de
operagdo do detector de massa: “scanning” (m/z 40-400); programagio de temperatura do forno: 50°C (0.3
min) a 285°C (13 min), com um incremento de 6°C/min.

Dados do MS para os compostos identificados

1- etil éster do acido etoxiacético: 132 (M), 88 (36), 70 (9), 61 (18), 60 (21), 59 (100), 45
(14), 42 (16); 2-¢éster dimetilico do &cido butanedidico: 146 (Mh), 115 (71), 114 (20), 87
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(18), 59 (73), 55 (100), 45 (14); 3- Ester metilico do acido benzoéico 136 (32, M"), 106 (8),
105 (100), 77 (66), 51 (36), 50 (18); 4- beta-cariofileno: 204 (7, M"), 161 (18), 147 (15),
133 (39), 121 (20), 120 (20), 119 (20), 107 (26), 105 (25), 95 (15), 94 (14), 93 (68), 92
(15), 91 (36), 81 (30), 80 (15), 79 (39), 77 (25), 69 (65), 67 (24), 55 (36), 53 (26), 43 (18),
41 (100); 5: Esterealdeido: 268 (M"), 250 (4), 111 (11), 110 (13), 109 (13), 97 (27), 96
(40), 95 (27), 85 (18), 83 (40), 82 (63), 81 (31), 71 (33), 69 (43), 68 (39). 67 (33), 57 (80),
55 (74), 44 (26), 43 (100); 6- 4cido ferrulico: 222 (100, M"), 207 (17), 191 (54), 147 (17),
119 (12), 77 (16), 51 (24); 7- éster metilico do 4cido palmitico: 270 (8, M"), 143 (10), 87
(58), 75 (18), 74 (100), 69 (13), 57 (16), 55 (25), 43 (37), 41 (30); 8- Ester etilico do acido
nonadecandico: 326 (M), 157 (9), 101 (52), 89 (18), 88 (100), 83 (14), 73 (20), 70 (21), 71
(15), 70 (21), 69 (24), 57 (40), 55 (44), 43 (82), 41 (60); 9- Ester metilico do 4cido 9,12-
Octadecadienéico (E, E): 294 (M"), 136 (7), 135 (7), 123 (9), 109 (21), 96 (29), 95 (45), 94
(8), 83 (15), 82 (45), 81 (67), 80 (20), 79 (33), 77 (10), 69 (35), 68 (40), 67 (100), 66 (9),
59 (14), 55 (72), 54 (38), 43 (32); 10- éster metilico do 4cido 10-octadecendico: 296 ( M),
265 (11), 264 (20), 123 (11), 111 (16), 110 (16), 98 (25), 97 (34), 96 (29), 95 (19), 87 (37),
82 (17), 81 (25), 74 (55), 70 (17), 69 (60), 98 (19), 67 (30), 57 (25), 56 (24), 55 (100), 43
(59), 41 (72); 11- éster metilico do 4cido octadecandico: 298 (11, M), 143 (11), 87 (65), 75
(21), 74 (100), 69 (17), 57 (23), 41 (46).
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5.2.1.3 -Evidéncias fitoquimicas da origem das prépolis do Grupo 12.

O material vegetal (brotos apicais de alecrim do campo) foi coletado nas cidades de
Mogi Mirim e Campinas, no Estado de Sdo Paulo. Os resultados preliminares obtidos pela
varredura do espectro na regido UV-visivel (do extrato etandlico de propolis e extrato
metandlico vegetal) mostraram evidéncias para uma mesma composi¢do de compostos
fenolicos. Como pode ser visto na Figura 18, tanto a propolis quanto o extrato vegetal
apresentaram valores maximos de absor¢ao semelhantes de 300 e 299 nm, respectivamente.
Este arbusto foi identificado pelo Instituto de Biologia da Unicamp, como Baccharis
dracunculifolia. Esta espécie vegetal € considerada como uma planta daninha e ¢
dominante em areas de mata secundaria. A Figura 19 ilustra a coleta de material resinoso

para a elaboragdo de propolis por uma abelha da espécie Apis mellifera.
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FIGURA 18: Espectro de absor¢do na regido UV-visivel do extrato etandlico da propolis (G12)
e metanolico de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia).
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FIGURA 19: Abelha coletando material resinoso do alecrim do campo
(Baccharis dracunculifolia) para elaboragdo da propolis.

A cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia quando irradiado a 366 nm
mostrou um perfil muito semelhante entre a propolis e o extrato vegetal do B.
dracunculifolia (Figura 20). Da mesma forma, os resultados obtidos pela CLAE também
mostraram um perfil quimico similar entre o EEP e o EMV de B. dracunculifolia, sendo
confirmados 18 compostos quimicos idénticos pelo tempo de retengdo e varredura do
espectro (Figura 21). Os compostos 16 e 17 foram majoritarios tanto na propolis quanto no
extrato metanolico vegetal, contudo ndo puderam ser identificados com os padrdes
utilizados (Figura 21). Os trabalhos realizados por Greenaway et al. (1987) e Bankova ef al.
(1995) mostraram algumas evidéncias fitoquimicas da propolis do Estado de Sdo Paulo,
entretanto os resultados ndo foram conclusivos quanto a sua origem vegetal. Nos extratos
analisados, EEP de propolis e metandlico de B. dracunculifolia, o kanferide foi o
flavondide majoritario. Entretanto ainda sdo necessarios estudos para verificar se este

composto fendlico pode ser utilizado como um marcador quimico deste perfil de propolis,

% UNICAMP
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em virtude da sua facil identificagdo por CLAE (Figura 21). Segundo Wollenweber ef al.
(1987) e Toméas-Barberan et al. (1993) as propolis de clima temperado podem ser
caracterizadas por apresentarem como principais componentes fenélicos os flavondides

pinobanksina-3-acetato, pinocembrina, crisina, galangina e tectocrisina.

Préopolis  Alecrim
Gl12 do campo
FIGURA 20: Cromatograma obtido por CCDAE, irradiado a 366 nm, do
extrato etanolico da propolis do grupo 12 e do extrato metanolico
dos botdes apicais do alecrim do campo (Baccharis

dracunculifolia).
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FIGURA 21: Cromatograma obtido por CLAE do extrato etanolico da propolis do
grupo 12 e extrato metanolico dos botdes apicais do alecrim do campo

(Baccharis dracunculifolia). (Volume de amostra injetada: 20pL: detector utilizado: arranjo de
fotodiodos a 254 nm; coluna: fase reversa YMC PACK ODS (250 x 4.6 mm) com tamanho de particula de 5
um; fase movel utilizada: agua/acido acético (19:1, v/v) (solvente A) e metanol (solvente B) em sistema de
gradiente, iniciando com 30% do solvente B até 40% de B em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de
B em 45 minutos, 75% de B em 63 minutos, 75% de B em 85 minutos, 90% de B em 95 minutos ¢ 30% de B
em 105 minutos; vazio:1 mL/min; temperatura da coluna: 35°C).

A Figura 22, ilustra os cromatogramas obtidos por meio da técnica de CG-EM.
Pelos dados obtidos observa-se pelo menos 18 compostos idénticos entre a propolis e a sua
provavel fonte vegetal. Mediante o uso desta técnica foi possivel a identifica¢do. tanto na
propolis quanto no B. dracunculifolia, do composto farnesol, o qual possui atividade
citotoxica (Voziyan, ef al., 1995) e induzem apoptose celular (Rioja, et al., 2000; Wright et
al., 2001). As propolis do grupo 12 e o alecrim do campo mostraram a existéncia de varios
derivados do acido hidrocindmico, principalmente nas formas metil e etil ésters (Figura 22).
Bankova et al. (1995), também relataram a existéncia de derivados do é4cido cindmico e
hidrocinamico em amostras de propolis do Estado de Sdo Paulo. De acordo com os

resultados obtidos pelo CG-EM pode-se dizer que o perfil das propolis do Sudeste do Brasil

91



¢ quimicamente semelhante ao extrato de B. dracunculifolia, tendo possivelmente a sua

origem nesta espécie vegetal.
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FIGURA 22: Cromatograma obtido por CG-EM da propolis do grupo 12 e alecrim do

campo (B dr acuncul;'ﬁ)ﬁa). Volume de amostra metilada injetada: 0.6 pl: tipo de injecdo:
“splitless™, coluna utilizada: coluna capilar CBPS 30 m x 0,25 mm; modo de operagdo do detector de massa:
“scanning” (m/z 40-400); programagdo de temperatura do forno: 50°C (0.3 min) a 285°C (15 min), com um
incremento de 6°C/min.



Dados do MS para os compostos identificados

1- etil éster do acido etoxiacético: 132 (M), 88 (36), 70 (9), 61 (18), 60 (21), 59 (100), 45
(14), 42 (16); 2- alfa-pineno: 136 (6, M"), 121 (12), 93 (100), 92 (35), 91 (27), 80 (12), 79
(23), 77 (30). 55 (12), 43 (19). 41 (33); 3-beta pineno 136 (9, M), 121 (12), 94 (13), 93
(100), 91 (20), 79 (24), 77 (22), 69 (42), 67 (12), 53 (16), 41 (56); 4-éster dimetilico do
acido butanedidico: 146 (M), 115 (71), 114 (20), 87 (18), 59 (73), 55 (100), 45 (14); 5-
éster metilico do acido hidroxicindmico: 164 (34, M"), 133 (12), 105 (36), 104 (100), 91
(63), 79 (26), 78 (14), 52 (14), 51 (18); 6- éster etilico do acido hidroxicinamico: 178 (31,
M), 133 (11), 107 (44), 105 (44), 104 (100), 103 (15), 91 (58), 79 (22), 78 (18), 77 (26),
65 (12), 51 (12); 7- Ester metilico do 4cido benzoico, 4-metoxi: 166 (31), 135 (100), 107
(13), 92 (20), 77 (27), 64 (15); 8- n-tetradecano: 198 (2, M"), 85 (30), 71 (48), 57 (90), 56
(14), 55 (23), 43 (100), 41 (59); 9- farnesol: 222 (M"), 107 (19), 93 (38). 81 (20), 79 (16),
69 (84), 67 (24), 55 (34), 53 (15), 43 (62), 41 (100); 10- Ester metilico do acido
hdrocinimico, p- hidroxi: 180 (26. M), 120 (33), 107 (100), 77 (9); 11- 4cido cumarico:
192 (64, M), 162 (11), 161 (100), 134 (14), 133 (33), 118 (13), 90 (13), 89 (17), 63 (18),
51 (10): 12- acido ferrtlico: 222 (100, M"), 207 (17), 191 (54), 147 (17). 119 (12), 77 (16),
51 (24); 13- Ester metilico do 4cido palmitico: 270 (8, M"), 143 (10), 87 (58), 75 (18), 74
(100), 69 (13), 57 (16), 55 (25), 43 (37), 41 (30); I4- 1,1,3,3.4-pentametil-6-butil-2,3-
dihidroindeno: 244 (18, M"), 230 (20), 229 (100), 173 (5), 57 (10); 15- éster metilico do
acido 9.12-octadecadienoico (E, E): 294 (M), 149 (6), 123 (9), 109 (21), 96 (29). 83 (15),
82 (45), 81 (67), 80 (20), 79 (33), 69 (35), 68 (40), 67 (100), 55 (72), 54 (38), 43 (32); 16-
apigenina: 312 (100, M"), 311 (62), 295 (8), 283 (32), 282 (12), 267 (11), 266 (40), 239
(14), 171 (9), 142 (18), 89 (10); 17- isosakuranetina: 300 (53, M), 229 (30), 193 (18), 166
(18), 138 (13), 138 (12), 135 (14), 134 (100), 121 (82), 119 (22), 69 (11), 65 (13), 44 (21);
18- kanferide: 328 (100, M"), 327 (87), 309 (17), 285 (45), 242 (10), 150 (28), 135 (24), 77
(18), 69 (13), 44 (24).
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5.3 Mel

5.3.1 Coleta das amostras de mel

Foram coletadas 47 amostras de mel nas regides Nordeste, Sul e Sudeste do Brasil,
conforme mostrado na Tabela 6. As colora¢gdes das amostras se mostraram bastante
distintas, variando desde o laranja até o amarelo claro. Este fator parece estar

intrinsicamente relacionado com a vegetacdo visitada pelas abelhas, pois foi possivel

encontrar em um mesma localidade amostras de mel de coloragdes e intensidades variadas.

Na regido sudeste do Brasil também foram realizadas coletas de mel unifloral de

laranja (Citrus aurantium) (SE1), eucalipto (Eucalyptus citriodora) (SE4), alecrim do

campo (Baccharis dracunculifolia) (SES), assa-peixe (Vernonia polyanthes) (SE17), rubim

(Leonurus sibiricus) (SE18) e capixingui (Croton floribundus) (SE19), juntamente com as

amostras de propolis das respectivas colméias.

TABELA 6: Localidades de amostragem de mel nas regides Nordeste, Sudeste e Sul.

N2 de amostras

Estado Municipio coletadas

Salvador, Juazeiro, Senhor do Bonfim,
; Remanso, Entre Rios, Tremedal,

Bahia(HA) Brumado Barra da Choga, Vitéria da 1
Conquista, Jacobina

Pernambuco (PE) Salgueiro, Belo Jardim, Ouricuri 10

Ceara (CE) Crato 7

Sio Paulo (SP) E/Iog1!M1nm, Socorro, Amparo, Mogi- 14

uagu
Rio Grande do Sul (RS) Bagé 2
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5.3.2 Analises fisico-quimicas dos extratos metanélicos de mel (EMM)

5.3.2.1 Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa (CCDAE-

FR)

Os extratos metandlicos das amostras de mel foram analisados por cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia em fase reversa, como descrito no item 4.2.1.2 As
figuras 23 e 24, ilustram os cromatogramas observados a 366 e 254 nm, respectivamente. A
cromatografia em camada delgada permitiu uma visualizagdo rapida da intensidade das
fracdes fendlicas existentes em cada amostra de mel e propolis. Por meio desta técnica foi
possivel verificar uma grande diferenca entre os perfis cromatograficos do EMM e do EEP
da mesma colméia. De qualquer modo, e diferentemente da propolis, os compostos
fenolicos presentes no mel podem ser originados do néctar das flores, da propolis (Tomas-
Barberan et al., 1993) e polen (Ferreres et al., 1993). As Figuras 23 e 24 mostram
claramente que apesar das amostras de mel e propolis do sudeste (SE1, SE4 e SES) terem
sido coletadas em localidades de vegeta¢do unifloral de laranja, eucalipto e alecrim do
campo, respectivamente, as propolis apresentaram o mesmo perfil cromatografico do grupo
12. Estes resultados demonstram que as abelhas utilizaram fontes vegetais diferentes para

elaboragéo do mel e um tinica fonte vegetal para a produgdo da préopolis.

PE5S PES BAS BAS BAIll BAll BA12 BAI2 BG1 BGl1 SE1 SE1 SE4 SE4 SE5 SES
Propolis — mel Propelis miel Prapolis mel Propolis mel  Propohs mel Propolis — mel Pripolis  mel Propolis el

FIGURA 23: Cromatograma obtido por CCDAE, irradiado a 366 nm, dos
extratos etandlicos de propolis € metanolicos de mel de
mesma colméia.
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FIGURA 24: Cromatograma obtido por CCDAE, irradiado a 254 nm, dos
extratos etandlicos de propolis e metanolicos de mel de
mesma colméia.
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5.3.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

A CLAE dos extratos metandlicos das amostras de mel unifloral da regido sudeste
do Brasil foi realizada de acordo com o item 4.2.1.3. Nos estudos realizados por Ferreres et
al. (1991) a CLAE permitiu a identificagdo de 16 flavondides em amostras de mel. De
acordo com Anklam (1998) somente flavondides agliconas estdo presentes em amostras de
propolis e mel. Como pode ser observado na Figura 25 e Tabela 7, os 6 tipos de mel
unifloral analisado mostraram uma composi¢do fenolica bastante distinta. O mel de laranja
(SE1) mostrou a presenga dos flavonoides hesperetina e apigenina. De fato a flavanona
hesperetina foi sugerida como um possivel marcador da origem floral deste tipo de mel,
pois este flavondide ndo foi encontrado em nenhum outro tipo de mel e a hesperidina
(forma glicosilada) é encontrada no néctar de laranja (Ferreres ef al., 1998). O mel de
alecrim do campo (SES5) foi o que apresentou o maior nimero de flavondides. Além disso
este tipo de mel mostrou um alto teor do flavondide quercetina (8,1 pg/g de mel) (Tabela
7), o qual deve ser também responsavel pela coloragfio laranja intensa deste mel. Os
flavonoides isosakuranetina e kanferide, identificados no mel de alecrim do campo,

também foram comuns nas prépolis do grupo 12, as quais tém a sua origem botanica nesta
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espécie vegetal. Contudo, os flavondides quercetina e crisina ndo estiveram presentes nas
propolis do grupo 12. Estes compostos fenolicos devem ser provavelmente oriundos do
néctar das flores do alecrim. E notavel que os flavondides presentes no mel sejam
exclusivamente agliconas e a maioria deles sejam flavonoides metilados ou outros
compostos lipofilicos. Estes ndo sdo detectados no pdlen, mas sd@o comuns em exudatos de
plantas e resinas (Wollenweber & Dietz, 1981). Isto significa que os flavonoides agliconas
do mel podem ser parcialmente oriundos dos flavonoides contidos no polen, resultantes da
hidrélise pelas enzimas presentes na saliva das abelhas. Desta forma ha a necessidade de
mais estudos para se verificar a existéncia dos flavonédides, principalmente a quercetina, no
néctar do alecrim do campo. Este pardmetro podera funcionar como um marcador quimico

da origem botanica deste tipo de mel.

O mel de eucalipto mostrou a presenga do flavonéide kanferol, o qual também foi
encontrado em mel unifloral de eucalipto da Australia por Martos et al., 2000b. Estes
autores constataram que dependendo da espécie de eucalipto ha variagdo na composi¢do
dos flavondides presentes. A apigenina foi identificada em pequena quantidade nas
amostras de mel de laranja e rubim (Tabela 7). Gil et al. (1995) também encontraram a
presenga deste flavonoide em pequenas concentragdes (0,1 a 1.0 pg/g de mel) em amostras
de mel de Rosmarinus officinalis L. Da mesma forma Ferreres et al. (1993) demonstraram
que, em mel de laranja da Espanha, a ocorréncia de apigenina representava uma pequena
porcentagem em relacdo aos demais flavonoides presentes. Néao foi identificado nenhum
flavonoide nas amostras de mel de assa-peixe e capixingui. Entretanto flavondides
encontrados em outros tipos de mel, como por exemplo luteolina, genkwanina, 8-
metoxikanferol, pinocembrina 7-metil éter e miricetina 3,7.4°, 7° metil éter (Siess et al.,

1996) ndo foram utilizados como padrdes nestas analises de CLAE.
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FIGURA 25: Cromatograma obtido por CLAE dos extratos metanolicos de amostras de mel

unifloral do Estado de Sdo Paulo. (Volume de amostra injetada: 20uL: detector utilizado: arranjo de
fotodiodos a 254 nm: coluna: fase reversa YMC PACK ODS (250 x 4.6 mm) com tamanho de particula de 5 pm; fase
movel utilizada: Agua/acido acético (19:1, v/v) (solvente A) e metanol (solvente B) em sistema de gradiente, iniciando
com 30% do solvente B até 40% de B em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de B em 45 minutos, 75% de B em
65 minutos. 75% de B em 85 minutos, 90% de B em 95 minutos e 30% de B em 105 minutos; vazdo:l mL/min;

5

temperatura da coluna: 35°C).
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6=quercetina; 8=hesperetina; 9=kanferol; 10=apigenina; 14=isosakuranctina; 18=crisina: 2l=kanferide.
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TABELA 7: Teor de flavonéides determinados por CLAE nos 6 tipos de mel
unifloral da regido Sudeste do Brasil.
Teor em pg/g de mel

Compostos fendlicos Tipo de mel

identificados SE1 SE4 SE5 SE17 SE18 SE19
6 (quercetina) - - 8.1 = _ &

8 (hesperetina) <0,1 = 2 = - -
9 (kanferol) - 0.1 = = =
10 (apigenina) <0,1 = & 0.2 -
14 (isosakuranetina) - - 0,5 . - 5
18 (crisina) = - 0,1 = - %
21 (kanferide) - 0,2 0.4 = . -

SEI=laranja: SE4=cucalipto: SE5= alecrim do campo: SE17=assa-peixe: SE18=rubim e SE19=capixingui
* (s valores representam média de duas repeticoes

5.3.2.3 Cromatografia gasosa com espectrometria de massas (CG-EM)

A composi¢io quimica das amostras representativas dos 6 tipos de mel unifloral
foram também analisadas por CG-EM, de acordo com a metodologia descrita no item
4.2.1.4 A analise por meio desta técnica permitiu a confirmag@o dos flavonodides apigenina,
crisina. isosakuranetina, kanferide e kanferol, os quais também ja foram previamente
relatados em amostras de mel (Sabatier ef al., 1992; Ribeiro-Campos et al., 1990; Ferreres
et al.. 1991) (Tabela 8). Contudo a hesperetina, do mel de laranja, € a quercetina, do mel do
alecrim do campo. previamente identificados por CLAE (Figura 25), ndo foram
confirmados pela técnica de CG-EM. Todavia a presenca da hesperetina ja foi confirmada
em mel de laranja, e sua forma glicosilada (hesperedina) foi confirmada no néctar deste

vegetal (Ferreres et al., 1993).

O éster metilico do acido benzenoacético e o éster metilico do 4cido benzodico, com
excecdo do mel de rubim, ndo foram encontrados simultaneamente em nenhum outro tipo
de mel (Tabela 8). Entretanto pelo menos um derivado de &cido fendlico, como por
exemplo o éster metilico do acido benzoéico 2-hidroxi. acido ferrilico, éster butil octil do
4cido 1,2-benzenodicarboxilico, éster do acido 1,2-benzenodicarboxilico, bis (2-metipropil)

e o éster dioctil do 4cido 1.2-benzenodicarboxilico foi identificado na maior parte das
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amostras de mel analisada (Tabela 8). Segundo Gross (1981) durante o metabolismo
secundario das plantas varios acidos fenolicos e seus derivados, principalmente do acido
benzodico, sdo formados. Também tem sido demonstrado que as concentragdes destas
substancias sdo variaveis entre as diferentes espécies vegetais (Herrmann, 1989). Steeg &
Montag (1988a) verificaram por CG, ap6s a metilagdo, que o mel de “trigo mourisco™ podia
ser caracterizado pelo alto conteiido do 4cido 4-hidroxibenzéico e auséncia do 4acido

fenilacético.

Varios derivados de 4cidos orgdnicos foram encontrados nas amostras de mel
analisada, como por exemplo o éster metilico do 4cido palmitico presentes no mel de
laranja, alecrim e rubim, e o éster dimetilico do 4cido octanodidico identificado no mel de
eucalipto. Wilkins et al. (1995) identificaram, utilizando a técnica de CG-EM, 32 acidos
dicarboxilicos alifaticos nas formas de ésteres metilicos em 4 extratos de amostras de mel
unifloral da Nova Zelandia. Estes autores propuseram o acido 2-metilbutanodidico e o
dcido 4-hidroxi-3-metil-trans-2-pentenodiéico como substancias marcadoras da origem

floral do mel de Knightea excelsa produzido na Nova Zelandia.

O estudo da composi¢io quimica dos varios tipos de mel produzido no Brasil
possibilitara, através da selegdo de marcadores quimicos, uma identificagdo de

autenticidade e melhoria no controle de qualidade deste produto apicola.
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TABELA 8: Cromatografia gasosa com espectrometria de massas dos 6 tipos de mel unifloral da

regido sudeste do Brasil.

Compostos identificados (Principais picos do EM: intensidade relativa) Mel
1: Apigenina: 312 (100, M"), 311 (62), 283 (32), 266 (40),142 (18) . SE1, SE18
2:Crisina: 268 (100, M™), 239 (40), 95 (18), 69 (22), 51 (16), 44 (32). SES

3: Isosakuranetina: 300 (53, M"), 229 (30), 193 (18), 166 (18), 134 (100), 121 (82), 119 (22), 44 (21). SES

4: Kanferide: 328 (100, M"), 327 (87), 285 (45), 242 (10), 150 (28), 135 (24), 77 (18), 44 (24). SES

5: Kanferol: 328 (100, M), 327 (98), 285 (48), 150 (30), 135 (26), 44 (64). SE4

6: Ester metilico do 4cido benzenoacético: 150 (20, M"), 91 (100), 65 (14).

7: Metil trimetiléter: 164 (28, M), 149 (100), 119 (14), 91 (14).
8: Ester metilico do 4cido benzéico: 136 (32, M+), 105 (100), 77 (66), 51 (36).

9: Ester metilico do 4cido benzéico 2-hidroxi: 152 (42, M"), 120 (100), 65 (27), 64 (17), 63 (17).

10: ciclohexeno-1-one, 3,5,5-trimetil-4-(3-oxo-1-butenil): 206 (2, M"), 150 (18), 108 (89), 43 (100), 40 (37)
11: Cafeina: 194 (100, M), 109 (88), 82 (53), 69 (17), 67 (88), 55 (70), 43 (32), 42 (41), 41 (39), 40 (19).
12: Acido Ferrilico: 222 (100, M"), 191 (54), 147 (17), 77 (16), 51 (24).

13: ;:\cido propandico 2-oxo: 88 (1, M"), 45 (16), 43 (100).

14: Acido acético: 60 (56, M"), 45 (97), 43 (100), 42 (26).

15: 1,2 Propanodiol: 76 (1, M), 45 (100), 43 (19).

16: Acetilcarbinol: 74 (7, M"), 43 (100).

17: Butanona, 3-hidroxi: 88 (5, M), 45 (100), 43 (80), 42 (9).

18: 4H-pirano-4-one, 2, 3-dihidro-3, 5-dihidroxi-6-metil: 144 (37, M"), 101(31), 72 (20), 55 (25). 45 (25),
44 (76), 43 (100).

19: Ester metilico do acido palmitico: 270 (8, M+) 87 (58), 74 (100), 57 (16), 55 (25), 43 (37), 41 (30).
20: ljlster metilico do 4cido eicosanéico: 326 (1, M"), 87 (56), 74 (100), 57 (30), 55 (33), 43 (64), 41 (37).

21: Ester dimetilico do dcido Octanodidico: 202 (M), 138 (49), 129 (58), 97 (54), 87 (37), 83 (40), 74 (100),
35(89), 43 (73), 41 (72).

22: Ester metilico do 4cido octadecanoico: 298 (11, M"), 87 (65), 75 (21), 74 (100), 69 (17), 57 (23), 41 (46).
23: Ester metilico do dcido 9,12-Octadecadienéico (E, E): 294 (M), 95 (45), 82 (45), 81 (67), 79 (33), 69
(35), 68 (40), 67 (100), 55 (72), 43 (32), 41 (91).

24: Ester metilico do dcido 9-Octadecenéico (E): 296 (M"), 74 (40), 69 (43), 55 (96), 43 (72), 41 (100).

25: Ester metilico do acido 9,12,15-Octadecatriendico (Z,Z,Z): 292 (M"), 108 (27), 95 (40), 93 (47), 81 (43),
80 (42), 79 (100), 67 (78), 55 (57), 41 (61).

26: Ester metilico do acido 9-Octadecenéico (E): 296 (M ), 74 (40), 69 (43), 55 (96), 43 (72), 41 (100).

27: Ester metilico do 4cido tetradecanéico: 242 (3, M), 87 (58), 74 (100), 57 (42), 55 (27), 43 (43), 42 (30),
4] (41).

28: 3, 4-Dihidroxi-3, 4-dimetil-hexano-2,5-diono: 174 (M"), 89 (11), 88 (25), 43 (100).

29: Ester metilico do acido propanéico 2-metil: 102 (8, M), 87 (16), 71 (26), 59 (23), 43 (100), 41 (36).

30: Ester metilico do dcido nonanéico: 172 (M"). 87 (60), 74 (100), 59 (17), 57 (16), 55 (26), 41 (36).

31: Ester dioctil do icido hexadecanéico: 370 (M"), 129 (100), 71 (38), 70 (46), 57 (75), 55 (36), 43 (44), 41
(41).

32: Ester dimetilico do 4cido butanodiéico: 146 (M"), 115 (71), 114 (20), 87 (18), 59 (73), 55 (100).

33: Ester metilico do 4cido 2-oxo-hexandico: 144 (2, M"), 85 (57), 57 (100), 41 (66).

34: Metil 9, 10, 10, 13, 15, 16-trimetilleno octadecanoato: 334 (M™), 121 (27). 109 (27), 96 (42), 95 (55), 93
(32), 82 (34), 81 (76), 79 (43), 69 (43), 67 (89). 55 (93), 54 (48), 43 (40), 41 (100).

35: Ester dimetilico do acide octanodidico: 202 (M"), 129 (58), 97 (54), 87 (37), 83 (40), 74 (100), 69 (92),
59 (70), 55 (89), 43 (73), 41 (72).

36: Ester metilico do icido 2-hidroxi isocapréico: 146 (M"), 87 (26} 45 (54), 44 (18), 43 (100), 41 (57).

% i Ester butil octil do acido 1,2-benzenodicarboxilico: 334 ( Mh), 149 (100) 43 (14), 41 (22).

38: Ester do acido 1,2-benzenodicarboxilico, bis (Z-metlpropll) 278 ( M"), 149 (100), 57 (38), 41 (17).

39: Ester dioctil do acido 1,2-benzenodicarboxilico,: 390 ( M), 149 (100), 71 (28), 70 (28), 57 (48), 41
(30).

40: Ester metilico do 4cido laurico: 214 (2, M), 87 (54), 74 (100), 55 (26), 43 (39). 41 (36).

SES, SE17, SE1
SE19

SE1, SE4, SE17
SE18

SE4

SE4

SE4

SES

SE19

SE17, SE19
SE18

SE17

SE4

SES

SEI, SE5. SE18
SE4, SE19
SE4

SEI1, SE18
SE1

SES, SE18
SE1

SE1
SE1, SE18

SE4

SE4

SE18

SE1, SE4, SE5,
SE18

SE1, SE4

SE4

SE4, SES

SE4
SE4
SE1, SE4, SE18
SE1, SE18, SE1
SEI

SE1, SE18

SE 1=laranja: SE4=eucalipto; SE5= alecrim do campo; SE17=assa-peixe; SE18=rubim ¢ SE19=capixingui
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6. CONCLUSOES

As andlises por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia e
Espectrofotometria na regiao UV-visivel demonstraram uma grande diversidade das
propolis brasileiras. Foram identificadas nas regides sul, sudeste e Nordeste do Brasil 12

grupos distintos de propolis de grande ocorréncia.

Dentre os grupos de propolis identificados o grupo 6, da regido Nordeste, mostrou
alta atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Streptoccoccus mutans, apesar
de ndo apresentar flavondides em sua composi¢do quimica. Isto demonstra que os efeitos

biologicos das propolis ndo sdo devidos unicamente a presenca de flavonoides.

As técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Cromatografia Gasosa
com Espectrometria de Massas possibilitaram a identifica¢@o e confirmagfo da presenga do

composto alergénico, éster do acido dimetil dialil caféico, nas propolis do grupo 3.

As propolis dos grupos 6 e 7 foram as que apresentaram as maiores atividades
citotoxicas contra diferentes células cancerosas apesar de possuirem uma composi¢do

quimica totalmente distinta.

As andalises fitoquimicas realizadas por meio das técnicas espectrofométricas e
cromatograficas confirmaram a origem boténica do grupo 3. grupo 6 e grupo 12 de prépolis
como sendo as espécies vegetais Populus alba, Hyptis divaricata e Baccharis

dracunculifolia, respectivamente.

As amostras de mel, coletadas de diferentes regides brasileiras, mostraram um perfil
cromatografico, pela técnica de Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia,
totalmente diferente das amostras de propolis da mesma colméia. Nas amostras de mel
unifloral de laranja, eucalipto e alecrim do campo da regido da regido Sudeste ficou
constatado que as abelhas utilizaram fontes vegetais diferentes para elaboragdo destes, e

uma unica fonte vegetal para a produgéo das prépolis oriundas da mesma colméia.
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A diversidade quimica das amostras de mel unifloral de laranja, eucalipto, alecrim
do campo, assa-peixe, rubim e capixingui foi confirmada pelas técnicas de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia e Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massas. O mel

de alecrim foi o que apresentou um maior nimero de flavondides, principalmente

quercetina.
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